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  signal-­regulated	  kinases	  et	  al.	   	   	   und	  andere	  FACS	   	   	   fluorescence-­activated	  cell	  sorting	  FAP	   	   	   familiäre	  adenomatöse	  Polyposis	  coli	  FCS	   	   	   fetal	  calf	  serum	  bzw.	  Fötales	  Kälberserum	  FOXO1	   	   forkhead	  box	  O1	  Frat1	   	   	   frequently	  rearranged	  in	  advanced	  T-­cell	  lymphomas	  1	  
g	   	   	   Erdbeschleunigung	  g	   	   	   Gramm	  GADD45	   	   growth	  arrest	  and	  DNA	  damage	  inducible	  gene	  45	  GAPDH	   	   glyceraldehyde	  3-­phosphate	  dehydrogenase	  GSK3β	  	   	   glycogen	  synthase	  kinase	  3	  β	  	  GTP	   	   	   Ras-­‐guanosin	  5’-­‐triphosphat	  h	   	   	   Stunde(n)	  HAND2	   	   heart	  and	  neural	  crest	  derivatives	  expressed	  2	  HCl	   	   	   Salzsäure	  HE-­‐Färbung	   	   Hämalaun-­‐Eosin-­‐Färbung	  HIF-­‐1α	   	   hypoxia	  inducible	  transcription	  factor	  1	  α	  hMLH1	  	   	   human	  MutL	  homologue	  1	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hMSH2/6	   	   human	  MutS	  homologue	  2/6	  HNPCC	   	   hereditäres	  non-­‐polypöses	  Kolonkarzinom	  H2O2	   	   	   Wasserstoffperoxid	  hPMS1/2	  	   	   human	  postmeiotic	  segregation	  increased	  homologue	  1/2	  HPO	   	   	   Hepatopoietin	  HRP	   	   	   horse	  radish	  peroxidase	  bzw.	  Meerrettichperoxidase	  H2SO4	   	   	   Schwefelsäure	  huMIF	  	   	   humanes	  MIF	  IAP	   	   	   intracisternal	  A-­particle	  type	  IBD	   	   	   inflammatory	  bowel	  disease	  Id3	   	   	   inhibitor	  of	  DNA	  binding	  3	  IFNγ	   	   	   Interferon	  γ	  IKK	   	   	   IκB	  kinase	  IL	   	   	   Interleukin	  IL1β	   	   	   Interleukin-­‐1β	  iNOS	   	   	   inducible	  nitric	  oxide	  synthase	  i.p.	   	   	   intraperitoneal	  IRE1α	   	  endoribonuclease/protein	  kinase	  inositol	  requiring	  enzyme	  1-­like	  
protein	  IκBα	   	  nuclear	  factor	  of	  kappa	  light	  polypeptide	  gene	  enhancer	  in	  B-­cells	  
inhibitor,	  alpha	  JAB1	   	   	   c-­Jun	  activation	  domain	  binding	  protein	  1	  JAMM	   	   	   JAB1/MPN	  domain	  metalloenzyme	  JNK	   	   	   c-­Jun	  amino-­terminal	  kinase	  kb	   	   	   Kilobase(n)	  KCl	   	   	   Kaliumchlorid	  kDa	   	   	   Kilo-­‐Dalton	  KH2PO4	   	   Kaliumdihydrogenphosphat	  l	   	   	   Liter	  Ldlr	   	   	   low	  density	  lipoprotein	  receptor	  LEF	   	   	   lymphoid	  enhancer	  factor	  LFA-­‐1	   	   	   leukocyte	  functional	  antigen	  1	  LOH	   	   	   loss	  of	  heterozygosity	  loxP	   	   	   locus	  of	  crossover	  in	  P1	  LPS	   	   	   Lipopolysaccharid	  LRP5/LRP6	   	   low-­density	  lipoprotein	  receptor	  related	  protein	  5/6	  m	   	   	   Meter	  M	   	   	   molar	  MAPK	  	   	   mitogen-­activated	  protein	  kinase	  Mdm2	  	   	   murine	  double	  minute	  2	  MEFs	   	   	   mouse	  embryonic	  fibroblasts	  mg	   	   	   Milligramm	  Mg2+	   	   	   Magnesium	  MgCl2	   	   	   Magnesiumchlorid	  MHC	   	   	   major	  histocompatibility	  complex	  MIF/Mif	   	   macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	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min	   	   	   Minute(n)	  Min	   	   	   multiple	  intestinal	  neoplasia	  mJ	   	   	   Millijoule	  ml	   	   	   Milliliter	  MLF1	   	   	   myeloid	  leukemia	  factor	  1	  mm	   	   	   Millimeter	  mM	   	   	   Millimolar	  MMP	   	   	   matrix	  metalloproteinase	  MPN	   	   	   Mpr1-­‐Pad1-­‐N-­‐terminal	  mRNA	  	   	   messenger	  RNA	  NaCl	   	   	   Natriumchlorid	  NaH2PO4	   	   Natriumdihydrogenphosphat	  Na2HPO4	   	   Dinatriumhydrogenphosphat	  NaOH	   	   	   Natronlauge	  NEAA	   	   	   nicht-­‐essentielle	  Aminosäuren	  Nedd8	   	  neural	  precursor	  cell	  expressed,	  developmentally	  down-­regulated	  
gene	  8	  NEMO	  	   	   NFκB	  essential	  modulator 	  NFκB	   	   	   nuclear	  factor-­κB	  ng	   	   	   Nanogramm	  NiNTA	  	   	   Nickel-­‐Nitrilotriessigsäure	  nm	   	   	   Nanometer	  NP40	   	   	   Nonidet	  P-­‐40	  (Octylphenoxypolyethoxyethanol)	  N-­‐Terminus	   	   Aminoterminus	  OD	   	   	   optische	  Dichte	  oxLDL	  	   	   oxidized	  low	  density	  lipoprotein	  P-­‐	   	   	   phosphoryliert	  PBS	   	   	   phosphate	  buffered	  saline	  PCR	   	   	   polymerase	  chain	  reaction	  PD	   	   	   Privatdozent	  PFA	   	   	   Paraformaldehyd	  PGE2	   	   	   prostaglandin	  E	  receptor	  2	  phospho	   	   phosphoryliert	  PI	   	   	   Propidiumiodid	  PI3K	   	   	   phosphoinositide-­3-­kinase	  PKD	   	   	   protein	  kinase	  D	  pmol	   	   	   Pikomol	  POD	   	   	   Peroxidase	  PP2A	   	   	   protein	  phosphatase	  2A	  	  PR	   	   	   progesterone	  receptor	  Prof.	   	   	   Professor	  PUMA	  	   	   p53	  upregulated	  modulator	  of	  apoptosis	  Raf-­‐1	   	   	   Ras	  activated	  factor	  1	  RAS/Ras	   	   rat	  sarcoma	  Rbx-­‐1	   	   	   RING-­box	  protein	  1	  RISC-­‐Komplex	   RNA	  induced	  silencing	  complex	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rLHR	   	   	   Lutropin/choriogonadotropin	  receptor	  RNA	   	   	   Ribonukleinsäure	  RNase	  	   	   Ribonuklease	  RONs	   	   	   reaktive	  Sauerstoff-­‐	  und	  Stickstoffspezies	  RPMI-­‐Medium	   Roswell	  Park	  Memorial	  Institute	  Medium	  RT-­‐PCR	   	   real	  time-­PCR	  RUNX3/Runx3	   Runt-­related	  transcription	  factor	  3	  s	   	   	   Sekunde(n)	  SCF	   	   	   Skp1-­Cullin-­F	  box	  scrRNA	   	   scrambled	  RNA	  SD	   	   	   standard	  deviation	  SDS	   	   	   Natriumdodecylsulfat	  SDS-­‐PAGE	   	   SDS-­‐Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese	  SEM	   	   	   standard	  error	  of	  the	  mean	  Ser	   	   	   Serin	  sFRPs	   	   	   secreted	  Frizzled	  related	  proteins	  Siah1	   	   	   seven	  in	  absentia	  homolog	  1	  SIP	   	   	   SIAH-­interacting	  protein	  siRNA	   	   	   small	  interfering	  RNA	  Skp1/2	   	   S-­phase	  kinase-­associated	  protein	  1/2	  SMYD3	   	   SET	  and	  MYND	  domain	  containing	  3	  Sox9	   	   	   Sry-­related	  HMG	  box	  9	  SRC-­‐1	   	   	   steroid	  receptor	  coactivator	  1	  Tam	   	   	   Tamoxifen	  TBS	   	   	   Tris	  buffered	  saline	  TCF	   	   	   T-­cell	  factor	  transcription	  factors	  TEMED	   	   Tetramethylethylendiamin	  TE-­‐Puffer	   	   Puffer	  mit	  Tris	  und	  EDTA	  Thr	   	   	   Threonin	  TMB	   	   	   3,3′,5,5′-­‐Tetramethylbenzidin	  TNBS	   	   	   Trinitrobenzene	  sulfonic	  acid	  TNFα	   	   	   tumor	  necrosis	  factor	  α	  TNM	   	   	   tumor	  node	  metastasis	  Tris	   	   	   Tris(hydroxymethyl)aminomethan	  TSST1	  	   	   toxic-­shock	  syndrome	  toxin	  1	  u.a.	   	   	   unter	  anderem	  Ub	   	   	   Ubiquitin	  UK	   	   	   United	  Kingdom	  U/min	  	   	   Umdrehungen	  pro	  Minute	  uPAR	   	   	   urokinase-­type	  plasminogen	  activator	  receptor	  UPS	   	   	   Ubiquitin/26S	  Proteasom	  USA	   	   	   United	  States	  of	  America	  	  USP15	  	   	   Ubiquitin-­specific	  protease	  15	  UV	   	   	   Ultraviolettes	  Licht	  V	   	   	   Volt	  VDUP1	   	   Vitamin	  D3	  up-­regulated	  protein	  1	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VEGF	   	   	   vascular	  endothelial	  growth	  factor	  vs.	   	   	   gegenüber	  WIF-­‐1	  	   	   Wnt	  inhibitory	  factor-­1	  WNVCp	   	   West	  Nile	  Virus	  Capsid	  protein	  wt	   	   	   Wildtyp	  z.B.	   	   	   zum	  Beispiel	  
β-­‐TrCP	   	   β-­transducin	  repeat	  containing	  protein	  µ	   	   	   Mikro	  µg	   	   	   Mikrogramm	  µl	   	   	   Mikroliter	  µm	   	   	   Mikrometer	  µM	   	   	   Mikromolar	  53BP1	  	   	   p53	  binding	  protein	  1	  5/6-­‐kinase	   	   inositol	  1,3,4-­triphosphate	  5/6-­kinase	  9-­‐1-­‐1	  complex	   Rad1-­Rad9-­Hus1	  complex	  +/+	   	   	   Wildtyp	  –/–	   	   	   knockout	  	   	  	  	  	  

	  
1 Einleitung	  	  	  
1.1 Das	  Kolorektalkarzinom	  	  2009	   verstarben	   in	   Deutschland	   laut	   statistischem	   Bundesamt	   216.128	   Personen	   an	  Krebs.	   Damit	   war	   für	   jeden	   vierten	   Sterbefall	   (26%)	   eine	   bösartige	   Neubildung	  verantwortlich.	   Krebs	   ist	   in	   der	   Bundesrepublik	   Deutschland	   die	   zweithäufigste	  Todesursache	  nach	  Herz-­‐Kreislauferkrankungen.	  Von	  Kreislauferkrankungen	  sind	  aber	  eher	  ältere	  Personen	  –	  65	  Jahre	  und	  älter	  –	  betroffen,	  während	  bösartige	  Neubildungen	  die	  häufigste	  Todesursache	  in	  den	  mittleren	  Jahren	  sind.	  Bei	  Männern	  und	  Frauen	  sind	  derzeit	   bösartige	   Neubildungen	   der	   Verdauungsorgane	   die	   häufigste	   Krebsart.	   Beide	  Geschlechter	   sind	   von	   bösartigen	   Neubildungen	   etwa	   gleich	   häufig	   betroffen	  (Statistisches-­‐Bundesamt,	   2010).	   Die	   häufigste	   maligne	   Krebserkrankung	   der	  Verdauungsorgane	  ist	  der	  Darmkrebs	  mit	  etwa	  55.000	  Neuerkrankungen	  pro	  Jahr.	  Das	  entspricht	   12-­‐15%	   aller	   Krebserkrankungen	   (medizinfo,	   2010).	  Weltweit	   schätzt	  man	  eine	  Million	  Neuerkrankungen	  pro	  Jahr.	  Etwa	  85-­‐90%	  der	  bösartigen	  Darmtumore	  sind	  Adenokarzinome	   des	   Dickdarms,	   die	   sich	   aus	   den	   Drüsen	   der	   Darmschleimhaut	  entwickeln.	   Da	   die	   meisten	   Tumore	   im	   Kolon	   und	   Rektum	   gefunden	   werden,	   spricht	  man	   auch	   von	   Kolonkarzinom	   oder	   Kolorektalkarzinom	   (colorectal	   carcinoma,	   CRC)	  (Wikipedia-­‐Darmkrebs,	   2010).	   Ab	   dem	   45.	   Lebensjahr	   steigt	   das	   Erkrankungsrisiko	  deutlich	  an.	  Die	  meisten	  Betroffenen	  erkranken	  zwischen	  dem	  50.	  und	  70.	  Lebensjahr	  (medizinfo,	  2010).	  	  
1.1.1 Symptome	  und	  Behandlung	  des	  Kolorektalkarzinoms	  Die	  Aufgabe	  des	  Kolons	  ist	  es	  normalerweise	  dem	  vorverdauten	  Nahrungsbrei	  aus	  dem	  Dünndarm	   Flüssigkeit	   zu	   entziehen	   und	   den	   Stuhl	   somit	   einzudicken.	   Das	   Rektum	  speichert	   den	   Stuhl	   dann	   bis	   zur	   nächsten	   Entleerung.	   Anfangs	  merken	   die	   Patienten	  nichts	   von	   der	   Tumorentwicklung	   in	   ihrem	   Darm.	   Ist	   das	   Tumorwachstum	   weiter	  fortgeschritten	   kommt	   es	   allerdings	   zur	   Beeinträchtigung	   der	   normalen	   Darm-­‐funktionen.	   Häufig	   haben	   die	   Patienten	   Verstopfung,	   da	   das	   Tumorwachstum	   die	  Durchgängigkeit	   des	   Darms	   beeinträchtigt	   (siehe	   Abbildung	   1.1)	   oder	   die	   Patienten	  leiden	   unter	   Durchfällen,	   wenn	   dem	   Nahrungsbrei	   nicht	   mehr	   genügend	   Flüssigkeit	  entzogen	  wird.	  Oft	  treten	  Verstopfung	  und	  Durchfall	  im	  Wechsel	  auf.	  Wächst	  der	  Tumor	  weiter,	   kann	   es	   zu	   starken	   Bauchschmerzen	   kommen.	   Versperrt	   der	   Tumor	   einen	  großen	  Teil	   des	  Darms,	   haben	   die	   Patienten	   Stuhl	   von	   geringerem	  Durchmesser,	  man	  spricht	   auch	   von	   „Bleistiftstuhl“.	   Gelegentlich	   beobachten	   die	   Betroffenen	   Blut-­‐	   und	  Schleimauflagerungen	   auf	   dem	   Stuhl.	   Zum	   einen	   produziert	   die	   gereizte	   Darm-­‐schleimhaut	  mehr	  Schleim.	  Zum	  anderen	  tritt	  oft	  aus	  dem	  Tumor	  selbst	  Blut	  aus,	  sodass	  es	  bei	   stärkerem	  Blutverlust	  zu	  einer	  Anämie	  bei	  den	  Patienten	  kommt.	  Diese	  Anämie	  äußert	   sich	   in	   Form	   von	   Blässe,	   Müdigkeit,	   Schwäche	   und	   verminderter	   Leistungs-­‐fähigkeit.	   Bei	   vielen	  Patienten	   kommt	   es	   zu	   einer	  Gewichtsabnahme.	  Bei	  Verdacht	   auf	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   2	  
Kolorektalkrebs	   wird	   der	   Stuhl	   auf	   okkultes	   Blut	   untersucht,	   das	   Rektum	   wird	  abgetastet	  und	  es	  wird	  eine	  Spiegelung	  des	  Dickdarms	   (Koloskopie)	  durchgeführt.	  Bei	  der	   Behandlung	   des	   Kolorektalkarzinoms	   steht	   an	   erster	   Stelle	   die	   chirurgische	  Entfernung	   des	   betroffenen	   Darmabschnitts	   und	   des	   umliegenden	   Gewebes	   mit	   den	  zugehörigen	   Lymphknoten.	   Die	   Operation	  wird	   oft	   durch	   Strahlen-­‐	   und/oder	   Chemo-­‐therapie	  ergänzt.	  Das	  Kolorektalkarzinom	  streut	  oft	  in	  Leber	  und	  Lunge,	  sodass	  auch	  die	  dort	   auftretenden	   Metastasen	   entfernt	   werden	   müssen	   (medizinfo,	   2010;	   Wikipedia-­‐Darmkrebs,	  2010).	  	  
	  	  
Abbildung	   1.1:	   Endoskopiebilder	   aus	   dem	   humanen	   Kolon.	   A	   Normales	   Kolon,	   rechte	   Flexur;	   B	  Kleines	  Kolonadenom;	  C	  Großes	  Adenom	  beziehungsweise	  gestielter	  Polyp	  im	  Kolon;	  D	  Zirkuläres	  Kolon-­‐karzinom,	  das	  das	  Darmlumen	  bereits	  weitgehend	  verschließt	  (Endoskopieatlas-­‐Albertinen-­‐Krankenhaus,	  2010).	  	  	  
1.1.2 Risikofaktoren	  für	  die	  Kolorektalkarzinogenese	  Die	  Ursachen	  für	  Darmkrebs	  sind	  noch	  nicht	  abschließend	  geklärt,	  aber	  die	  Ernährung	  scheint	   eine	   wichtige	   Rolle	   zu	   spielen.	   So	   scheint	   eine	   Ernährung	   mit	   übermäßiger	  Kalorienzufuhr	  sowie	  eine	  fett-­‐	  und	  fleischreiche	  und	  dabei	  ballaststoffarme	  Ernährung	  das	  Risiko	  für	  Darmkrebs	  deutlich	  zu	  erhöhen	  (medizinfo,	  2010;	  Wikipedia-­‐Darmkrebs,	  2010).	   Insbesondere	   der	   tägliche	   Genuss	   von	   rotem	   Fleisch	   –	   wie	   Schweine-­‐	   und	  Rindfleisch	   –	   oder	   Fleischprodukten	   erhöht	   das	   Risiko	   erheblich.	   Ein	   regelmäßiger	  Fischverzehr	  scheint	  das	  Risiko	  für	  Darmkrebs	  eher	  zu	  senken	  (Norat	  et	  al.,	  2005).	  Das	  könnte	   auch	   erklären,	   dass	   in	   den	   Industrieländern	   deutlich	   mehr	   Menschen	   an	  Kolorektalkarzinomen	   erkranken	   als	   in	   den	   Entwicklungsländern.	   Interessanterweise	  ist	   in	   Japan	   in	   den	   letzten	   Jahren	   die	   Zahl	   der	   Darmkrebsfälle	   mit	   zunehmender	  Anpassung	   der	   Ernährungsweise	   an	   die	  westliche	  Welt	   gestiegen	   (Kuriki	   and	   Tajima,	  2006;	  Weisburger,	  1991).	  Als	  weitere	  Risikofaktoren	  zählen	  Alkohol-­‐	  und	  Nikotinsucht,	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Asbest	   und	   der	   häufige	   Verzehr	   von	   Nitrosaminen,	   die	   zum	   Beispiel	   in	   gepökeltem	  Fleisch	  zu	  finden	  sind.	  So	  werden	  80-­‐90%	  der	  Darmkrebserkrankungen	  auf	  ernährungs-­‐	  und	  umweltbedingte	  Faktoren	  zurückgeführt	  (medizinfo,	  2010).	  	  Bestimmte	   Vorerkrankungen	   erhöhen	   das	   Kolorektalkrebsrisiko	   erheblich.	   Bei	   vielen	  Menschen	  bilden	  sich	  im	  Laufe	  der	  Jahre	  Darmpolypen.	  Diese	  Adenome	  entwickeln	  sich	  häufig	  zu	  malignen	  Tumoren	  und	  werden	  deswegen	  bei	  der	  Koloskopie	  entfernt.	  	  	  Patienten	   mit	   Colitis	   ulcerosa	   oder	   Morbus	   Crohn	   –	   chronischen	   entzündlichen	  Darmerkrankungen	   –	   haben	   ein	   deutlich	   erhöhtes	   Darmkrebsrisiko.	   Je	   länger	   und	  ausgedehnter	   die	   Entzündung	   ist,	   desto	   höher	   ist	   das	   Erkrankungsrisiko	   für	   CRC	  (Ekbom	  et	  al.,	  1990).	  Auf	  die	  chronischen	  Darmerkrankungen	  und	  den	  Zusammenhang	  mit	  Kolorektalkrebs	  wird	  im	  Laufe	  des	  Kapitels	  noch	  genauer	  eingegangen.	  	  Neben	   den	   bereits	   beschriebenen	   Umwelteinflüssen	   spielen	   aber	   auch	   genetische	  Prädispositionen	  bei	  der	  Tumorgenese	  eine	  Rolle	  und	  führen	  dann	  oft	  schon	  in	   jungen	  Jahren	   zu	  Darmkrebs.	  Bei	   familiärer	   adenomatöser	  Polyposis	   coli	   (FAP)	   treten	   gehäuft	  gutartige	   Tumore	   (Adenome)	   des	   Dickdarms	   auf,	   die	   meist	   entarten	   und	   dann	   zu	  Kolorektalkrebs	   führen.	  Die	  Patienten	  haben	  eine	  Mutation	  des	  adenomatous	  polyposis	  
coli	   (APC)-­‐Gens,	   das	   eine	   zentrale	   Rolle	   im	   Wnt-­‐Signalweg	   spielt.	   Die	   Mutation	   führt	  letztendlich	   zu	   einer	   Störung	   des	   Zellzyklus	   und	   eine	   Entstehung	   von	   bis	   zu	   1000	  Polypen	  im	  Dickdarm	  der	  Patienten	  ist	  keine	  Seltenheit.	  	  Eine	   weitere	   erbliche	   Erkrankung,	   die	   mit	   einem	   deutlich	   erhöhten	   Kolorektal-­‐krebsrisiko	  in	  jungen	  Jahren	  einhergeht,	  ist	  das	  hereditäre	  non-­‐polypöse	  Kolonkarzinom	  (HNPCC).	   In	   den	   Tumoren	   dieser	   Patienten	   findet	   man	   typischerweise	   eine	   Mikro-­‐satelliteninstabilität	  (Haydon	  and	  Jass,	  2002).	  Diese	  Mikrosatelliteninstabilität	  wird	  auf	  Mutationen	   in	   den	   DNA	   mismatch	   repair-­‐Genen	   hMSH2,	   hMLH1,	   hPMS1,	   hPMS2	   und	  hMSH6	  zurückgeführt	  (Kinzler	  and	  Vogelstein,	  1996;	  Peltomaki	  and	  Vasen,	  1997).	  	  
1.1.3 Klassifikation	  des	  kolorektalen	  Karzinoms	  und	  Überlebenschancen	  der	  Erkrankten	  Die	   Klassifikation	   des	   kolorektalen	   Karzinoms	   erfolgt	   nach	   der	   TNM	   (tumor	   node	  
metastasis)-­‐Klassifikation	   oder	   nach	   der	   Dukes-­‐Klassifikation.	   Als	   Karzinom	   gilt	   eine	  Dysplasie	  eines	  Adenoms	  mit	  Infiltration	  der	  Submukosa.	  Nach	  der	  TNM-­‐Klassifikation	  unterscheidet	  man	  folgende	  Krebsstadien	  nach	  Tumorgröße	  und	  der	  Zahl	  und	  Lage	  der	  Lymphknotenmetastasen	   (siehe	   auch	   Abbildung	   1.2):	   Bei	   T1	   ist	   die	   Submukosa	  infiltriert,	  bei	  T2	  die	  Muscularis	  propria,	  bei	  T3	  die	  Subserosa	  beziehungsweise	  das	  nicht	  peritonealisierte	  perikolische/perirektale	  Gewebe	  und	  bei	  T4	  das	  viszerale	  Peritoneum	  beziehungsweise	   andere	   Organe.	   Im	   Stadium	   N1	   sind	   weniger	   als	   drei	  perikolische/perirektale	   Lymphknoten	   befallen,	   im	   Stadium	  N2	   sind	   es	  mehr	   als	   drei	  befallene	   perikolische/perirektale	   Lymphknoten	   und	   im	   Stadium	   N3	   findet	   man	  Metastasen	  in	  Lymphknoten	  an	  großen	  Blutgefäßen.	  	  Bei	   der	   Dukes-­‐Klassifikation	   erfolgt	   die	   Einteilung	   nach	   der	   Infiltrationstiefe	   in	   der	  Darmwand	  und	  der	  regionalen	  lymphogenen	  Metastasierung:	  Bei	  Dukes	  A	  ist	  der	  Tumor	  auf	  die	  Darmwand	  beschränkt	  (entspricht	  T1	  und	  T2	  der	  TNM-­‐Klassifikation),	  bei	  Dukes	  B	  penetriert	  der	  Tumor	  die	  Darmwand	  und	   infiltriert	  benachbarte	  Gewebe	  (entspricht	  T3	   und	   T4),	   bei	   Dukes	   C1	   gibt	   es	   1-­‐3	   Tumormetastasen	   in	   perikolischen	   und	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perirektalen	  Lymphknoten	  (entspricht	  N1),	  bei	  Dukes	  C2	  gibt	  es	  mehr	  als	  drei	  Lymph-­‐knotenmetastasen	   (entspricht	   N2)	   oder	   die	   Metastasen	   sind	   entlang	   größerer	  Gefäßstämme	  (entspricht	  N3)	  und	  bei	  Dukes	  D	  hat	  der	  Patient	  bereits	  Fernmetastasen.	  	  50-­‐80%	  der	  Rezidive	   treten	   innerhalb	  der	  ersten	  zwei	   Jahre	  nach	  der	  Ersterkrankung	  auf.	   Die	   Fünf-­‐Jahres-­‐Überlebensrate	   lag	   2001	   bei	   Patienten	  mit	   einem	   Tumorstadium	  Dukes	  A	  bei	  90-­‐100%,	  bei	  Dukes	  B	  bei	  65-­‐90%,	  bei	  Dukes	  C	  bei	  25-­‐70%	  und	  bei	  Dukes	  D	  bei	   unter	   6%	   (Pschyrembel,	   2001).	   Bei	   weiteren	   Fortschritten	   in	   der	   Tumortherapie	  werden	  sich	  die	  Überlebenschancen	  der	  Patienten	  aber	  voraussichtlich	  weiter	  erhöhen.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  1.2:	   Schematischer	  Querschnitt	  durch	  das	  humane	  Kolon	  mit	  Tumoren	  verschiedener	  
Stadien	  und	  Wandaufbau	  des	  gesunden	  Dickdarms.	  Auf	  der	  linken	  Seite	  sind	  Tumoren	  verschiedener	  Entwicklungsstufen	  dargestellt.	  Die	  Stadienbezeichnung	  erfolgt	  nach	  der	  TNM-­‐Klassifikation.	  Bei	  Stadium	  T1	  ist	  die	  Submukosa	  infiltriert,	  bei	  T2	  die	  Muscularis	  propria,	  bei	  T3	  die	  Subserosa	  beziehungsweise	  das	  nicht	   peritonealisierte	   perikolische/perirektale	   Gewebe	   und	   bei	   Stadium	   T4	   das	   viszerale	   Peritoneum	  beziehungsweise	   andere	   Organe,	   das	   heißt	   der	   Tumor	   hat	   die	   äußere	   Schicht	   des	   Entstehungsorgans	  durchbrochen	  und	  hat	  wahrscheinlich	  bereits	  Metastasen	  gebildet.	  Auf	  der	  rechten	  Seite	  der	  Abbildung	  ist	  der	  Wandaufbau	  des	  gesunden	  Dickdarms	  dargestellt.	  Die	  Kolonwand	  besteht	   im	  Wesentlichen	  aus	  vier	  Schichten:	   Schleimhaut/Mukosa,	   Submukosa,	   Muskelschichten/Muscularis	   und	   Serosa.	   Blut-­‐	   und	  Lymphgefäße	   ziehen	   sich	   durch	   alle	   Schichten	   bis	   zur	   Mukosa.	   Die	   hier	   nicht	   eingezeichnete	   Lamina	  
propria,	   die	   Blut-­‐	   und	   Lymphgefäße	   enthält,	   ist	   Teil	   der	   Mukosa	   (verändert	   nach	   (National-­‐Cancer-­‐Institute,	  2010)).	  	  Etwa	  75%	  der	  Kolorektalkarzinome	  werden	  bei	  Personen	  über	  50	  Jahren	  diagnostiziert,	  die	   keine	   anderen	   bekannten	   Risikofaktoren	   haben.	   Etwa	   15-­‐20%	   der	   CRC-­‐Fälle	  betreffen	   Personen,	   in	   deren	   Familie	   bereits	   adenomätose	   Polypen	   oder	   Darmkrebs	  aufgetreten	   sind.	   5-­‐15%	   der	   Kolorektalkrebspatienten	   haben	   bereits	   eine	   Vor-­‐
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erkrankung	   des	   Darms.	   Diese	   Vorerkrankungen	   können	   lang	   anhaltende	   Darm-­‐entzündungen,	  FAP	  oder	  HNPCC	  sein	  (O'Shaughnessy	  et	  al.,	  2002).	  Bei	  der	  Mehrzahl	  der	  Patienten	  ist	  das	  Kolorektalkarzinom	  also	  nicht	  erblich,	  sondern	  tritt	  sporadisch	  auf.	  Bei	  einer	   frühzeitigen	   Diagnose	   von	   Adenomen	   und	   Karzinomen	   bestehen	   gute	   Heilungs-­‐chancen.	  Wird	  der	  Kolorektalkrebs	  aber	  erst	  in	  einem	  späten	  Stadium	  entdeckt,	  sinken	  die	   Heilungschancen	   beträchtlich.	   Der	   Nutzen	   von	   regelmäßigen	   Früherkennungs-­‐untersuchungen	   zeigt	   sich	   daher	   auch	   in	   reduzierten	   Mortalitätsraten.	   Die	   meisten	  Kolorektalkrebserkrankungen	   werden	   heute	   aber	   immer	   noch	   in	   einem	   fort-­‐geschrittenen	  Stadium	  diagnostiziert	  (Tanaka,	  2009).	  	  
1.2 Funktion	  und	  Aufbau	  des	  Dickdarms	  Um	  die	  Entstehung	  und	  Manifestation	  des	  Kolorektalkarzinoms	  besser	  zu	  verstehen,	  soll	  nun	   ein	   kurzer	   Überblick	   über	   Aufbau	   und	   Funktion	   des	   gesunden	   Darms	   gegeben	  werden.	  	  Der	  Dickdarm	   ist	   ein	   Verdauungsorgan	   und	   ist	   neben	   Speiseröhre,	  Magen,	   Dünndarm	  und	  Analkanal	  Teil	  des	  Rumpfdarms.	  Die	  Hauptfunktionen	  des	  Dickdarms	  (Kolon)	  sind	  die	  Weiterleitung	  des	  eingedickten	  Darminhalts,	  dessen	  zeitweise	  Speicherung	  und	  die	  Resorption	   von	   NaCl	   und	   Wasser.	   Der	   Dickdarm	   kann	   Kalium	   sezernieren	   und	  reabsorbieren.	  Während	  der	  größte	  Teil	  des	  Wassers	  im	  Darmlumen	  (7-­‐8	  Liter)	  bereits	  im	  Dünndarm	  resorbiert	  wird,	  werden	  im	  Kolon	  täglich	  circa	  1	  l	  Wasser	  resorbiert.	  Die	  Weiterleitung	  des	  Darminhalts	  wird	  durch	  Absonderung	  einer	  dicken	  Schleimschicht	  auf	  der	  Oberfläche	  der	  Mukosa	  erleichtert.	  Der	  Dickdarm	  ist	  beim	  Menschen	  circa	  0,8-­‐1	  m	  lang	  und	  wird	  in	  folgende	  Abschnitte	  gegliedert:	  Zäkum	  mit	  Appendix	  vermiformis,	  Kolon	  (mit	   Colon	   ascendens,	   Colon	   transversum	   und	   Colon	   descendens),	   Sigma	   (Colon	  
sigmoideum),	  Rektum	  und	  Analkanal	  (Welsch,	  2010)	  (siehe	  Abbildung	  1.3).	  	  Die	  Dickdarmwand	  besteht	   im	  Wesentlichen	  aus	  vier	   Schichten	   (siehe	  Abbildung	  1.2).	  Zum	   Lumen	   hin	   findet	   man	   die	   Schleimhaut	   (Mukosa)	   mit	   dem	   Epithel,	   der	   Lamina	  
propria	   und	   der	   Muscularis	   mucosae.	   Richtung	   Bauchraum	   schließen	   sich	   dann	   die	  Submukosa,	   die	  Muscularis	   mit	   Ring-­‐	   und	   Längsmuskelschichten	   und	   die	   Serosa	   mit	  Subserosa	  oder	  die	  Adventitia	  an	  (Lüllmann-­‐Rauch,	  2006).	  	  	  
	  	  
Abbildung	  1.3:	  Der	  menschliche	  Dickdarm.	  1	  Colon	  ascendens,	  2	  Colon	  transversum,	  3	  Colon	  descendens,	  4	  Colon	  sigmoideum	  und	  5	  Rektum	  (Mastdarm)	  (Wikipedia-­‐Colon,	  2010).	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Im	  gesamten	  Dickdarm	  münden	  an	  der	  relativ	  glatten	  Oberfläche	  der	  Schleimhaut	  dicht	  gestellte	  tiefe	  tubuläre	  Krypten,	  die	  bis	  zur	  Muscularis	  mucosae	  hinabziehen	  (Abbildung	  1.4).	   Im	   Dickdarm	   kommen	   auf	   der	   Mukosa	   keine	   Zotten	   vor.	   Das	   Oberflächen-­‐	   und	  Kryptenepithel	  enthält	  hochprismatische	  resorbierende	  Zellen	  –	  auch	  Saumzellen	  oder	  Kolonozyten	   genannt	   –	   und	   viele	   Becherzellen.	   In	   den	   Krypten	   sind	   die	   Becherzellen	  besonders	  zahlreich,	   im	  Oberflächenepithel	  dagegen	  sind	  sie	  seltener.	  Die	  Kolonozyten	  tragen	  viele	  Mikrovilli	  und	  haben	  auffallend	  viele	  Mitochondrien.	  Ihre	  Hauptfunktion	  ist	  die	  Reabsorption	  von	  Wasser	  und	  NaCl.	  Die	  Becherzellen	  produzieren	  Muzine	   für	  den	  bis	  zu	  700	  µm	  dicken	  Schleimteppich.	  Im	  Kryptengrund	  sitzen	  Stammzellen.	  Die	  Mitosen	  der	   Nachkommen	   sind	   auf	   die	   untere	   Kryptenhälfte	   beschränkt.	   Unter	   zunehmender	  Differenzierung	   wandern	   die	   Zellen	   dann	   Richtung	   Oberflächenepithel,	   sterben	   dort	  apoptotisch	  ab	  und	  werden	   ins	  Lumen	  abgeworfen.	  Die	  Lebensdauer	  der	  Kolonozyten	  beträgt	  höchstens	  6	  Tage.	  Die	  Epithelschicht	  wird	  auf	  diese	  Weise	  ständig	  erneuert.	  Die	  
Lamina	   propria	   enthält	   zahlreiche	   Makrophagen,	   Plasmazellen,	   Eosinophile,	  Lymphozyten	  und	  Mastzellen.	   Sie	   besteht	   aus	  Bindegewebe	  und	  beherbergt	   terminale	  Verzweigungen	  von	  Blutgefäßen	  und	  Nerven	  sowie	  Lymphkapillaren	  (Abbildung	  1.4).	  	  Die	   Submukosa	   besteht	   aus	   lockerem	   Bindegewebe.	   Sie	   führt	   die	   größeren	   Blut-­‐	   und	  Lymphgefäße	  für	  die	  Mukosa	  und	  enthält	  ein	  Nervengeflecht.	  Sie	  ermöglicht	  der	  Mukosa	  eine	  gewisse	  Eigenbeweglichkeit	  gegenüber	  der	  Muscularis.	  	  	  Die	  Muscularis	   ist	   in	  eine	  innere	  Ring-­‐	  und	  eine	  äußere	  Längsmuskelschicht	  gegliedert.	  Die	  Längsmuskulatur	  besteht	  aus	  drei	  kräftigen	  Bündeln	  (Tänien).	  Zwischen	  den	  Tänien	  ist	   die	  Längsmuskulatur	  nur	   schwach	  oder	   gar	  nicht	   ausgebildet.	  Die	  Muskelschichten	  sind	  für	  die	  Durchmischung	  des	  Nahrungsbreis	  und	  die	  Peristaltik	  (Weiterbeförderung	  des	  Inhalts)	  verantwortlich.	  	  	  
	  	  
Abbildung	   1.4:	   HE-­gefärbter	   Schnitt	   der	   humanen	   Kolonmukosa.	   Die	   regelmäßig	   angeordneten	  parallel	  ausgerichteten	  Krypten	  erinnern	  in	  ihrer	  Form	  an	  Reagenzgläser.	  Das	  Epithel	  besteht	  aus	  Schleim	  produzierenden	   Becherzellen	   und	   Saumzellen.	   In	   der	   Proliferationszone	   an	   der	   Kryptenbasis	   sind	   die	  Zellen	  wegen	   der	   höheren	  Kern-­‐Zytoplasmarelation	   etwas	   dunkler	   gefärbt.	   Die	  Lamina	   propria	   besteht	  aus	  Bindegewebe	  und	  enthält	  Blut-­‐	  und	  Lymphgefäße.	  Im	  unteren	  Teil	  sieht	  man	  die	  Muscularis	  mucosae	  (verändert	  nach	  (Pathorama,	  2010)).	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Die	   Serosa	   ist	   das	   Peritoneum	   viscerale,	   von	   dem	   die	   meisten	   Abschnitte	   des	   Magen-­‐Darm-­‐Traktes	  überzogen	  sind.	  Teile	  des	  Kolons	  haben	  keinen	  Serosaüberzug	  und	  sind	  dann	  durch	  eine	  Adventitia	  aus	  lockerem	  Bindegewebe	  in	  der	  Umgebung	  verankert.	  	  	  Typische	   Strukturen	   des	   Kolons	   sind	   quergestellte	   Falten	   (Plicae	   semilunares),	   die	  halbkreisförmig	   in	   das	   Darmlumen	   vorspringen.	   Die	   Ausbuchtungen	   zwischen	   zwei	  Falten	  nennt	  man	  Haustren.	  	  	  Der	   eingedickte	   Speisebrei	   des	   Kolons	   enthält	   eine	   physiologische,	   meist	   anaerobe	  bakterielle	  Darmflora,	  auf	  deren	  Tätigkeit	  Fäulnis,	  Gärung	  und	  Gasbildung	  im	  Lumen	  des	  Dickdarms	   zurückzuführen	   sind.	   Die	   Bakterien	   können	   im	   Gegensatz	   zum	   Menschen	  Zellulose	  abbauen	  und	  sind	  in	  der	  Lage	  Vitamin	  K	  zu	  bilden.	  Pro	  ml	  Stuhl	  kommen	  1011-­‐1012	  Bakterien	  vor	  (Lüllmann-­‐Rauch,	  2006;	  Welsch,	  2010).	  	  
1.3 Der	  Wnt-­‐Signalweg	  Einer	  der	  beim	  Kolorektalkarzinom	  am	  häufigsten	  mutierten	  Signalwege	  in	  der	  Zelle	  ist	  der	  Wnt-­‐Signalweg.	  Er	  spielt	  bei	  der	  Embryonalentwicklung	  und	  der	  Tumorgenese	  eine	  wichtige	   Rolle.	   Zum	   einen	   ist	   der	   Signalweg	   wichtig	   für	   die	   Zellproliferation,	   zum	  anderen	  spielt	  er	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Selbsterneuerung	  von	  Stammzellen	  (He	  et	  al.,	  2004;	  Ikeya	  et	  al.,	  1997;	  Ilyas,	  2005;	  Liu	  et	  al.,	  1999;	  Reya	  et	  al.,	  2003;	  Ross	  et	  al.,	  2000;	  Stark	  et	  al.,	  1994;	  Willert	  et	  al.,	  2003).	  Ist	  der	  kanonische	  Wnt-­‐Signalweg	  eingeschaltet,	  wird	  β-­‐Catenin	  stabilisiert	  und	  die	  Level	  des	  β-­‐Catenin-­‐Proteins	  steigen	  an.	  Meist	  befindet	  sich	  
β-­‐Catenin	   im	   Zytoplasma.	   Bei	   Aktivierung	   des	   Signalwegs	   wandert	   es	   aber	   in	   den	  Zellkern.	  Im	  Zellkern	  wirkt	  β-­‐Catenin	  als	  Transkriptionsfaktor	  und	  aktiviert	  eine	  Reihe	  von	   Zielgenen.	   Die	   anhaltende	   Aktivität	   dieser	   Zielgene	   führt	   letztendlich	   zur	  Tumorentwicklung.	  	  
β-­‐Catenin	   wird	   konstitutiv	   produziert	   und	   liegt	   dann	   als	   monomeres	   Protein	   im	  Zytoplasma	  vor	  (Papkoff	  et	  al.,	  1996).	  Die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  werden	  hauptsächlich	  durch	  Proteinabbau	   nach	   Rekrutierung	   an	   einen	   Multiproteinkomplex	   –	   auch	   „destruction	  complex“	   genannt	   –	   kontrolliert.	  Axin	  1,	   beziehungsweise	   sein	  Homolog	  Axin	  2,	   bildet	  das	  Gerüst	  dieses	  Komplexes	  mit	  Bindestellen	  für	  β-­‐Catenin,	  adenomatous	  polyposis	  coli	  (APC),	   glycogen	   synthase	   kinase	   3β	   (GSK3β),	   casein	   kinase	   I	   α	   (CKIα)	   und	   protein	  
phosphatase	  2A	  (PP2A)	  (Hinoi	  et	  al.,	  2000;	  Ikeda	  et	  al.,	  2000;	  Ikeda	  et	  al.,	  1998;	  Kikuchi,	  1999;	  Kishida	   et	   al.,	   1998;	   Yamamoto	   et	   al.,	   1999).	   APC	  bindet	   ebenfalls	   an	  β-­‐Catenin	  und	   PP2A	   (Rubinfeld	   et	   al.,	   1996;	   Rubinfeld	   et	   al.,	   1993).	   GSK3β	   bindet	   nur	   an	   Axin,	  interagiert	   also	   nicht	   direkt	   mit	   β-­‐Catenin	   oder	   APC	   (Sakanaka	   et	   al.,	   1998).	   Ist	   der	  Komplex	   aufgebaut,	  wird	   er	   durch	  GSK3β-­‐vermittelte	   Phosphorylierung	   von	  Axin	   und	  APC	   stabilisiert.	   Der	   Komplex	   wird	   durch	   die	   Aktivität	   von	   PP2A	   weiter	   stabilisiert	  (Seeling	   et	   al.,	   1999).	   Innerhalb	  des	   stabilen	  Komplexes	  phosphoryliert	  GSK3β	   den	  N-­‐Terminus	   von	   β-­‐Catenin.	   Es	   gibt	   vier	   Serin-­‐/Threoninreste	   innerhalb	   des	   β-­‐Catenin-­‐Proteins,	   die	   sequentiell	   phosphoryliert	   werden.	   Initial	   wird	   Serin	   45	   durch	   CKIα	  phosphoryliert.	  Dann	  phosphoryliert	  GSK3β	  Threonin	  41,	  Serin	  37	  und	  Serin	  33	  des	  β-­‐Catenin-­‐Proteins	   (Liu	   et	   al.,	   2002a).	   Das	   so	   phosphorylierte	   β-­‐Catenin	   wird	   durch	   β-­
transducin	  repeat	  containing	  protein	  (β-­‐TrCP)	  als	  zu	  ubiquitinierendes	  Protein	  erkannt	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(Hart	   et	   al.,	   1999;	   Latres	   et	   al.,	   1999).	  β-­‐TrCP	   ist	   ein	   F-­‐Box	   enthaltendes	   Protein,	   das	  zusammen	  mit	  Skp1,	  Cullin-­‐1	  und	  Rbx-­‐1	  die	  Ubiquitinligase	  (E3)	  bildet.	  Zusammen	  mit	  den	   ubiquitinkonjugierenden	  Enzymen	   (E2)	   und	  den	   ubiquitinaktivierenden	  Enzymen	  (E1)	   wird	   β-­‐Catenin	   ubiquitiniert	   und	   anschließend	   durch	   das	   Proteasom	   abgebaut	  (Ciechanover,	  1998).	  Für	  die	  Erkennung	  durch	  β-­‐TrCP	  sind	  alle	  vier	  Phosphorylierungen	  am	   β-­‐Catenin-­‐Protein	   essentiell.	   Der	   Abbau	   des	   β-­‐Catenins	   ist	   also	   abhängig	   vom	  Phosphorylierungsgrad.	  	  	  Der	   Wnt-­‐Signalweg	   wird	   durch	   die	   Bindung	   von	   Wnt-­‐Liganden	   an	   Rezeptoren	   der	  Frizzled-­‐Familie	  aktiviert.	  Dabei	  bilden	  Wnt	  und	  Frizzled	  einen	  trimolekularen	  Komplex	  mit	  dem	  low-­density	  lipoprotein	  receptor	  related	  protein	  (LRP)	  5	  oder	  LRP	  6	  (Mao	  et	  al.,	  2001;	   Pinson	   et	   al.,	   2000).	   Als	   Konsequenz	   wird	   zum	   einen	   Dishevelled	   an	   die	  Zelloberfläche	  rekrutiert	  und	  durch	  casein	  kinase	  Iε	  (CKIε)	  phosphoryliert	  (Kishida	  et	  al.,	  2001).	  	  	  	  
	  	  
Abbildung	  1.5:	  Schema	  des	  kanonischen	  Wnt-­Signalwegs.	  Links	   ist	  der	  normale	  Zustand	  in	  der	  Zelle	  gezeigt,	   rechts	   ist	  der	  Signalweg	  aktiviert.	  Ohne	  Ligandenbindung	   liegt	  β-­‐Catenin	   im	  Zytoplasma	  vor.	  Es	  wird	  mit	  Hilfe	  des	  „destruction	  complex“	  (bestehend	  aus	  APC,	  GSK3β	  und	  Axin)	  permanent	  phosphoryliert	  und	   anschließend	   ubiquitiniert.	   Auf	   diese	   Weise	   wird	   β-­‐Catenin	   für	   den	   Proteinabbau	   durch	   das	   26S	  Proteasom	  gekennzeichnet	  und	  abgebaut.	  Binden	  Wnt-­‐Liganden	  an	  Rezeptoren	  der	  Frizzled-­‐Familie,	  wird	  der	   Wnt-­‐Signalweg	   aktiviert.	   Wnt-­‐Ligand,	   Frizzled-­‐Rezeptor	   und	   LRP5/6	   bilden	   einen	   Komplex.	  Dishevelled	  (DSH)	  wird	  daraufhin	  an	  die	  Zelloberfläche	  rekrutiert	  und	  phosphoryliert.	  DSH	  inhibiert	  die	  GSK3β-­‐Kinaseaktivität	  und	  destabilisiert	  den	   „destruction	   complex“.	   Folglich	  wird	  β-­‐Catenin	  nicht	  mehr	  abgebaut	  und	  wandert	   in	  den	  Zellkern.	  Zusammen	  mit	  LEF/TCF-­‐Proteinen	  bindet	  β-­‐Catenin	  an	  die	  DNA	  und	  fördert	  die	  Transkription	  bestimmter	  Zielgene,	  zum	  Beispiel	  CD44	  oder	  Cyclin	  D1.	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Das	  phosphorylierte	  Dishevelled-­‐Protein	  bildet	  einen	  Komplex	  mit	  Frat1	  und	  GSK3β,	  um	  die	  GSK3β-­‐Aktivität	  zu	   inhibieren	  (Kishida	  et	  al.,	  2001;	  Lee	  et	  al.,	  2001).	  Zum	  anderen	  erleichtert	  die	  Wnt-­‐Frizzled-­‐LRP5/6-­‐Interaktion	  den	  Abbau	  von	  Axin	  (Mao	  et	  al.,	  2001).	  Durch	  den	  Abbau	  wird	   eine	  Destabilisierung	  und	  ein	  Funktionsverlust	  des	  destruction	  
complex	   hervorgerufen.	   Folglich	   wird	   β-­‐Catenin	   nicht	   mehr	   phosphoryliert	   und	  ubiquitiniert	   und	   somit	   auch	   nicht	   mehr	   abgebaut.	   Der	   fehlende	   β-­‐Catenin-­‐Abbau	  resultiert	  in	  einem	  Anstieg	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level	  und	  der	  β-­‐Catenin-­‐Translokation	  in	  den	  Nukleus	  (siehe	  auch	  Abbildung	  1.5).	  	  Im	   Zellkern	   konkurriert	  β-­‐Catenin	  mit	   Groucho	   um	  die	   Bindung	   an	   LEF/TCF-­‐Proteine	  (Cavallo	  et	  al.,	  1998;	  Roose	  et	  al.,	  1998).	  Die	  LEF/TCF-­‐Proteine	  ermöglichen	  β-­‐Catenin	  eine	   Bindung	   an	   die	   DNA	   und	   bilden	   die	   Basis	   für	   einen	   großen	   Transkriptions-­‐aktivierungskomplex	   (Behrens	   et	   al.,	   1996;	   Brunner	   et	   al.,	   1997).	   Der	   Komplex	  beinhaltet	  die	  Cofaktoren	  pygopus	  und	  Bcl9/legless	  und	  weitere	  Proteine,	  zum	  Beispiel	  p300/Creb	  binding	  protein	   (CBP)(Brantjes	  et	  al.,	  2002;	  Kramps	  et	  al.,	  2002;	  Roose	  and	  Clevers,	  1999).	  Er	  ermöglicht	  die	  Transkription	  von	  spezifischen	  Zielgenen.	  Die	  Anzahl	  der	   identifizierten	  β-­‐Catenin-­‐Zielgene	  steigt	  ständig.	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  sind	  beispielsweise	   c-­Myc,	   c-­Jun,	  Sox9,	  Cyclin	  D1,	  CD44,	  BMP4,	  Survivin,	  uPAR,	  MMP7,	  VEGF,	  
Cox-­2,	  Wnt3a,	  Tcf-­1,	  LEF1,	  IL8,	  Dickkopf	  und	  Axin2	  (Blache	  et	  al.,	  2004;	  Chen	  et	  al.,	  2003;	  He	  et	  al.,	  1998;	  Kim	  et	  al.,	  2002;	  Mann	  et	  al.,	  1999;	  Nusse;	  Paoni	  et	  al.,	  2003;	  Sansom	  et	  al.,	  2004;	  van	  de	  Wetering	  et	  al.,	  2002).	  	  Neben	  dem	  destruction	  complex	  gibt	  es	  noch	  weitere	  Mechanismen,	  die	  eine	  Aktivierung	  des	   Wnt-­‐Signalwegs	   verhindern.	   So	   gibt	   es	   im	   Extrazellulärraum	   Proteine,	   die	   Wnt-­‐Liganden	   abfangen	   und	   eine	   Bindung	   mit	   den	   Frizzled-­‐Rezeptoren	   verhindern.	   Zu	  diesen	   Proteinen	   gehören	   die	   secreted	   Frizzled	   related	   proteins	   (sFRPs)	   und	   der	  Wnt	  
inhibitory	  factor-­1	  (WIF-­‐1)	  (Hsieh	  et	  al.,	  1999;	  Jones	  and	  Jomary,	  2002).	  Die	  Proteine	  der	  Dickkopf	   (DKK)-­‐Familie	   –	  Dkk-­‐1,	  Dkk-­‐2,	  Dkk-­‐4	   –	   bilden	   einen	  Komplex	  mit	   LRP5	  und	  LRP6	   und	   inaktivieren	   sie.	   Dadurch	   verhindern	   die	   Dkks	   das	   Aktivieren	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   (Brott	   and	   Sokol,	   2002;	   Fedi	   et	   al.,	   1999;	   Mao	   et	   al.,	   2001;	   Pinson	   et	   al.,	  2000).	   Innerhalb	   des	   Nukleus	   stellen	   weitere	   Proteine	   sicher,	   dass	   nicht	   auch	   kleine	  Mengen	   β-­‐Catenin	   zu	   einem	   Ablesen	   der	   Zielgene	   führen.	   Groucho	   und	   Chibby	  konkurrieren	  mit	  β-­‐Catenin	  um	  die	  Bindung	  an	  die	  LEF/TCF-­‐Proteine.	  Daneben	  werden	  auch	   Histondeacetylasen	   rekrutiert,	   die	   die	   Aktivierung	   der	   Zielgene	   verhindern	  (Cavallo	  et	  al.,	  1998;	  Roose	  et	  al.,	  1998;	  Takemaru	  et	  al.,	  2003).	  	  Vor	  kurzem	  wurde	  neben	  dem	  kanonischen	  Wnt-­‐Signalweg	  ein	  alternativer	  β-­‐Catenin-­‐Abbauweg	   entdeckt.	   Dieser	   Abbau	   ist	   unabhängig	   von	   der	   N-­‐terminalen	   Phospho-­‐rylierung	  des	  β-­‐Catenins.	  Siah1	  wird	  durch	  p53	   induziert	  und	  kann	  mit	  β-­‐Catenin	  und	  dem	  C-­‐Terminus	  des	  APC-­‐Proteins	   einen	  Komplex	  bilden	   (Liu	   et	   al.,	   2001;	  Matsuzawa	  and	  Reed,	  2001).	  Siah1	  kann	  auch	  mit	  einem	  Ubiquitin-­‐E2-­‐konjugierenden	  Enzym	  und	  einer	  Ubiquitin-­‐E3-­‐Ligase	  assoziieren.	  Die	  E3-­‐Ligase	  besteht	  aus	  dem	  F-­‐Box-­‐Protein	  EBI	  zusammen	  mit	  Skp1	  und	  SIP.	  EBI	  bindet	  an	  β-­‐Catenin	  und	  SIP	  assoziiert	  mit	  Siah1.	  Der	  ganze	  Komplex	  bewirkt	  dann	  die	  Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin	  unabhängig	  von	  einer	  GSK3β-­‐vermittelten	   Phosphorylierung.	   Die	   Induktion	   von	   Siah1	   beziehungsweise	   von	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p53	  hat	   eine	  Reduktion	  der	   zytoplasmatischen	  β-­‐Catenin-­‐Level	   zur	  Folge	   (Sadot	  et	   al.,	  2001).	  	  In	  vielen	  Tumoren	  findet	  man	  Mutationen	  des	  Wnt-­‐Signalwegs.	  Häufig	  ist	  das	  β-­‐Catenin-­‐Gen	   betroffen,	   man	   spricht	   auch	   von	   CTNNB1-­‐Mutationen.	   Meist	   betreffen	   die	  Mutationen	   Exon	   3	   und	   damit	   das	   GSK3β-­‐Erkennungsmotiv.	   Kann	   GSK3β	   β-­‐Catenin	  nicht	   mehr	   erkennen	   und	   phosphorylieren,	   ist	   auch	   der	   weitere	   Abbau	   durch	   das	  Proteasom	  nicht	  über	  den	  klassischen	  Abbauweg	  möglich.	  Die	  Folge	   sind	   steigende	  β-­‐Catenin-­‐Proteinlevel	  und	  ein	  ständig	  aktiver	  Wnt-­‐Signalweg	  (Korinek	  et	  al.,	  1997;	  Morin	  et	  al.,	  1997).	  Neben	  Mutationen	  des	  Schlüsselmoleküls	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  können	  auch	  Komponenten	   des	   destruction	   complex	   betroffen	   sein,	   die	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   in	   der	  Zelle	  regulieren.	  So	  findet	  man	  Mutationen	  im	  APC-­‐	  oder	  AXIN1/2-­‐Gen,	  die	  oft	  zu	  einer	  Destabilisierung	   des	   gesamten	   destruction	   complex	   führen.	   Wird	   der	   Abbaukomplex	  destabilisiert,	  kann	  β-­‐Catenin	  durch	  den	  destruction	  complex	  nicht	  mehr	  phosphoryliert	  werden	  (Nakamura,	  1993;	  Polakis,	  1997).	  Etwa	  80%	  der	  humanen	  Kolorektalkarzinome	  haben	   eine	   Mutation	   im	   APC-­‐Gen	   und	   etwa	   12%	   weisen	   eine	   CTNNB1-­‐Mutation	   auf	  (Rowan	  et	  al.,	  2000;	  Samowitz	  et	  al.,	  1999).	  	  
1.4 Tumorgenese	  des	  Kolorektalkarzinoms	  Die	  meisten	   sporadischen	  Kolorektalkarzinome	  entwickeln	   sich	   in	  mehreren	  Schritten	  und	   durch	  mehrere	   genetische	   Veränderungen.	   Bei	   den	  meisten	   Patienten	   entwickelt	  sich	   das	   CRC	   über	   eine	   Adenom-­‐Karzinom-­‐Sequenz,	   das	   heißt	   aus	   bereits	   im	   Kolon	  vorhandenen	  Adenomen	  entwickelt	  sich	  durch	  mehrere	  genetische	  Veränderungen	  ein	  Karzinom	   (siehe	  Abbildung	   1.6).	   Eine	   Störung	   des	  Wnt-­‐Signalwegs	   ist	  meist	   der	   erste	  Schritt	  der	  Tumorgenese,	  dem	  einige	  weitere	  Mutationen	  folgen.	  	  Bereits	   1988	   vermuteten	   Vogelstein	   et	   al.	   eine	   Mehrschritthypothese	   mit	   mehreren	  sequentiellen	   genetischen	   Veränderungen	   bei	   der	   Entwicklung	   von	   Karzinomen	   aus	  Adenomen	   (Vogelstein	   et	   al.,	   1988).	   Deswegen	   spricht	   man	   auch	   von	   der	  „Vogelsteinhypothese“.	   Bei	   der	  Hypothese	  nimmt	  man	   an,	   dass	   die	   erste	  Veränderung	  bei	   der	  Karzinogenese	   eine	  Mutation	  des	  APC-­‐Gens	   ist	   (Ichii	   et	   al.,	   1992).	   APC	   ist	  wie	  oben	  beschrieben	  essentiell	  für	  die	  Regulation	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  und	  hat	  Funktionen	  bei	   der	   Organisation	   des	   Zytoskeletts,	   bei	   der	   Apoptose,	   dem	   Zellzyklus	   und	   bei	   der	  Zelladhäsion.	  Bei	  der	  Entstehung	  der	  familiären	  adenomatösen	  Polyposis	  coli	  scheint	  das	  
APC-­‐Gen	   eine	   entscheidende	   Rolle	   zu	   spielen	   (Sieber	   et	   al.,	   2000).	   In	   etwa	   80%	   der	  Adenome	  und	  Adenokarzinome	   findet	  man	  eine	  Mutation	  des	  APC-­‐Gens	   (Powell	   et	   al.,	  1992;	   Smith	   et	   al.,	   1994;	   Takahashi	   and	  Wakabayashi,	   2004).	   Als	   Teil	   des	  destruction	  
complex	   spielt	   das	   APC-­‐Protein	   im	   Wnt-­‐Signalweg	   eine	   entscheidende	   regulatorische	  Rolle	  beim	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	  und	  nimmt	  somit	  auch	  Einfluss	  auf	  die	  Zellproliferation	  (Ilyas,	   2005).	   Das	   mutierte	   APC	   ist	   nicht	   mehr	   in	   der	   Lage	   β-­‐Catenin	   zu	   binden	   und	  dessen	  Abbau	   zu	   vermitteln.	   Das	   ermöglicht	   eine	  Anhäufung	   von	  β-­‐Catenin	   und	   seine	  Translokation	   in	   den	   Zellkern.	   Im	   Zellkern	   fördert	   β-­‐Catenin	   zusammen	   mit	   dem	  Transkriptionsfaktor	  LEF/TCF	  die	  Expression	  verschiedener	  Zielgene	  wie	  c-­Myc,	  Cyclin	  
D1	   und	   c-­Jun	   und	   fördert	   so	   die	   Zellproliferation	   (Fodde	   et	   al.,	   2001;	   Tetsu	   and	  McCormick,	  1999).	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Abbildung	   1.6:	   Schematische	   Darstellung	   der	   Kolorektalkarzinogenese.	   Die	   Mehrzahl	   der	  Kolorektalkarzinome	   entwickelt	   sich	   aus	   Adenomen	   („Adenom-­‐Karzinom-­‐Sequenz“).	   Aus	   normaler	  Schleimhaut	   entwickeln	   sich	   zunächst	   ein	   kleines	   tubuläres	   Adenom,	   dann	   ein	   großes	   Adenom	   mit	  schweren	   Atypien	   und	   schließlich	   ein	   Adenokarzinom.	   Bei	   der	   Tumorgenese	   des	   Kolorektalkarzinoms	  werden	   mehrere	   sequentielle	   genetische	   Veränderungen	   vermutet.	   Der	   erste	   Schritt	   ist	   wohl	   eine	  Mutation	  des	  APC-­‐Gens.	  Es	  folgen	  Mutationen	  der	  Gene	  für	  K-­‐Ras,	  DCC	  und	  p53	  (Wikipedia-­‐Kolorektales-­‐Karzinom,	  2010).	  	  Tatsächlich	   haben	   ApcMin/+-­‐Mäuse	   mit	   einem	   homozygoten	   Cyclin	   D1-­‐knockout	   im	  Vergleich	   zu	  ApcMin/+-­‐Mäusen	  mit	   normalen	   Cyclin	   D1-­‐Leveln	   eine	   deutlich	   reduzierte	  Zahl	   intestinaler	  Tumore	   (Hulit	   et	   al.,	   2004).	  ApcMin/+-­‐Mäuse	   sind	  heterozygot	   für	   eine	  Mutation	  im	  Apc-­‐Gen.	  	  Der	  nächste	  Schritt	  bei	  der	  Tumorgenese	  des	  Kolorektalkarzinoms	  ist	  die	  Mutation	  des	  
K-­Ras-­‐Gens,	  das	  auch	  als	  Onkogen	  bezeichnet	  wird	  (Takahashi	  and	  Wakabayashi,	  2004).	  Ras-­‐guanosin	  5’-­‐triphosphat	   (GTP)	  bindet	  an	  zytoplasmatisches	  Raf-­‐1	  und	  bewirkt	  die	  Translokation	   von	   Raf-­‐1	   an	   die	   Plasmamembran,	  wo	   es	   aktiviert	  wird	   (Leevers	   et	   al.,	  1994;	   Stokoe	   et	   al.,	   1994).	   Das	   aktivierte	   Raf-­‐1	   initiiert	   dann	   eine	   Signalkaskade	   mit	  Aktivierung	   von	   mitogen-­activated	   protein	   kinases	   (MAPK)	   und	   extracellular	   signal-­
regulated	   kinases	   (ERK).	   Diese	   Signalkaskade	   führt	   dann	   zu	   Zellproliferation	   und	  Zelldifferenzierung	   (Koide	   et	   al.,	   1993;	   Moodie	   et	   al.,	   1993;	   Warne	   et	   al.,	   1993).	  Aktivierende	  K-­Ras-­‐Mutationen	  wurden	  in	  einer	  Vielzahl	  von	  Karzinomen	  gefunden	  und	  scheinen	   die	   Zellproliferation,	   Transformation	   und	   Differenzierung	   zu	   stimulieren	  (Valencia	  et	  al.,	  1991).	  Ras-­‐Mutationen	   treten	   in	  58%	  der	  Adenome	  mit	  mehr	  als	  1	  cm	  Durchmesser,	  in	  47%	  der	  Karzinome	  und	  in	  etwa	  9%	  der	  Adenome	  kleiner	  als	  1	  cm	  auf	  (Vogelstein	  et	  al.,	  1988).	  In	  Patienten	  findet	  man	  in	  der	  Regel	  die	  gleiche	  Punktmutation	  im	   K-­Ras-­‐Gen	   in	   auftretenden	   Adenomen	   und	   Adenokarzinomen.	   Das	   führt	   zu	   der	  Annahme,	  dass	  die	  K-­Ras-­‐Mutation	  in	  einem	  frühen	  Stadium	  der	  Karzinogenese	  auftritt	  und	  zu	  einer	  Vergrößerung	  des	  Tumors	  führt	  (Tanaka,	  2009).	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Bei	  vielen	  CRC-­‐Patienten	  scheint	  es	  weniger	  DCC	  (deletion	  in	  the	  colorectal	  carcinoma)-­‐Protein	  und	  DCC-­‐mRNA	  zu	  geben	  (Goi	  et	  al.,	  1998;	  Itoh	  et	  al.,	  1993;	  Schmitt	  et	  al.,	  1998;	  Tarafa	   et	   al.,	   2000;	   Thiagalingam	   et	   al.,	   1996).	   Bislang	   ist	   aber	   nicht	   geklärt,	   ob	   der	  Verlust	   beziehungsweise	   die	   Inaktivierung	   von	   DCC	   eine	   Ursache	   oder	   die	   Folge	   der	  Tumorentwicklung	   ist.	  DCC	   scheint	  Teil	   eines	  Rezeptorkomplexes	   für	  Netrin-­‐1	   zu	   sein	  (Keino-­‐Masu	  et	  al.,	  1996;	  Serafini	  et	  al.,	  1996;	  Serafini	  et	  al.,	  1994).	  Bindet	  Netrin-­‐1	  an	  den	  Rezeptorkomplex	  wird	  der	  ERK-­‐Signalweg	  aktiviert	  (Forcet	  et	  al.,	  2002)	  und	  ohne	  Netrin-­‐1-­‐Bindung	  induziert	  DCC	  Apoptose	  mittels	  Caspase-­‐9	  (Chen	  et	  al.,	  1999;	  Forcet	  et	  al.,	  2001;	  Liu	  et	  al.,	  2002b;	  Velcich	  et	  al.,	  1999).	  Bei	  Mutation	  von	  DCC	  könnte	  auch	  ohne	  Netrin-­‐1-­‐Bindung	  ein	  kontinuierliches	  Lebenssignal	  für	  die	  Zelle	  entstehen.	  	  Die	   wichtigste	   Mutation	   in	   der	   Tumorgenese	   ist	   wohl	   die	   Mutation	   des	   Tumor-­‐suppressors	   p53.	   Sie	   markiert	   den	   Übergang	   eines	   Adenoms	   in	   ein	   Adenokarzinom	  (Takahashi	   and	   Wakabayashi,	   2004).	   Während	   p53-­‐Mutationen	   in	   Adenomen	   sehr	  selten	  sind,	  findet	  man	  in	  etwa	  75%	  der	  Tumore	  bei	  verschiedenen	  Krebsentitäten	  eine	  Mutation	  oder	  loss	  of	  heterozygosity	  (LOH)	  des	  p53-­‐Gens	  (Grady	  and	  Markowitz,	  2002).	  Das	  p53-­‐Protein	  wirkt	  als	  zellulärer	  Stresssensor	  und	  ein	  Anstieg	  der	  p53-­‐Level	  bewirkt	  einen	  G1-­‐Phasenarrest	  des	  Zellzyklus,	  zelluläre	  Seneszenz	  oder	  Apoptose	  (Levine,	  1997;	  Vogelstein	  et	  al.,	  2000;	  Vousden	  and	  Lu,	  2002).	  Ein	  Arrest	   in	  der	  G1-­‐Phase	  ermöglicht	  Zellen	   mit	   DNA-­‐Schäden	   eine	   DNA-­‐Reparatur	   bevor	   der	   Zellzyklus	   fortschreitet	   und	  verhindert	   so	   mögliche	   onkogene	   Mutationen.	   Die	   p53-­‐abhängige	   Apoptose	   wird	  ebenfalls	   durch	   DNA-­‐Schäden	   hervorgerufen.	   Die	   Hauptakteure	   des	   p53-­‐induzierten	  Zellzyklusarrest	  sind	  p21	  und	  GADD45	  (growth	  arrest	  and	  DNA	  damage	   inducible	  gene	  
45)	  (el-­‐Deiry	  et	  al.,	  1993;	  Zhan	  et	  al.,	  1993).	  p21	  beeinflusst	  den	  Fortgang	  des	  Zellzyklus	  von	  der	  G1-­‐	  in	  die	  S-­‐Phase	  indem	  es	  die	  CDK-­‐Aktivität	  kontrolliert	  (Harper	  et	  al.,	  1993).	  GADD45	   verhindert	   den	   Übergang	   von	   der	   G0-­‐	   in	   die	   S-­‐Phase	   und	   ist	  wichtig	   für	   die	  Chromosomenstabilität	   (Hollander	  et	  al.,	  1999).	  Wichtige	  Akteure	  der	  p53-­‐induzierten	  Apoptose	   sind	   das	   pro-­‐apoptotische	   Bcl-­‐2-­‐Protein	   Bax,	   Noxa	   und	   p53	   upregulated	  
modulator	   of	   apoptosis	   (PUMA)	   (Miyashita	   and	  Reed,	   1995;	  Oda	   et	   al.,	   2000;	  Yu	   et	   al.,	  2001).	  Sie	  können	  die	  Ausschüttung	  von	  mitochondrialem	  Cytochrom	  C	  bewirken	  und	  so	  wohl	  auch	  die	  Caspaseaktivierung	  induzieren	  (Jurgensmeier	  et	  al.,	  1998;	  Nakano	  and	  Vousden,	   2001).	   Das	   zeigt,	   dass	   der	   Verlust	   der	   p53-­‐Funktion	  wohl	   entscheidend	   zur	  malignen	  Transformation	  eines	  Tumors	  beiträgt.	  	  	  
1.5 Entzündungen	  und	  Zytokine	  Eine	   Entzündung	   ist	   eine	   Antwort	   von	   Organismen	   auf	   einen	   potentiell	   schädigenden	  Reiz,	   mit	   dem	   Ziel	   diesen	   Reiz	   zu	   beseitigen,	   seine	   Ausbreitung	   zu	   vermeiden	   und	  eventuell	   entstandene	   Schäden	   im	   Gewebe	   zu	   reparieren.	   Diese	   Reize	   können	   zum	  Beispiel	   Reibung,	   Fremdkörper,	   Strahlung,	   Viren,	   Pilze	   oder	   Bakterien	   sein.	   Nach	  Schädigung	  des	  Gewebes	  kommt	  es	  lokal	  zu	  Entzündungsreaktionen.	  Als	  erstes	  kommt	  es	   durch	   Adrenalinausschüttung	   zu	   einer	   Verengung	   der	   Arteriolen	   und	   einer	  kurzzeitigen	  Durchblutungsstörung.	   In	  der	   zweiten	  Phase	  wird	  der	  Arteriolenspasmus	  mit	  Hilfe	  des	  vegetativen	  Nervensystems	  aufgelöst	  und	  es	  kommt	  zur	  Hyperämie.	  In	  der	  dritten	   Phase	   kommt	   es	   durch	   verschiedene	   Mediatoren	   zu	   einer	   Verengung	   der	  Venolen	   mit	   Blutstau,	   der	   unter	   anderem	   zur	   Thrombozytenaggregation,	   zu	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Permeabilitätsstörungen,	  zur	  Exsudation	  und	  zur	  Schwellung	  des	  Gewebes	  führt.	  Neben	  der	  lokalen	  Durchblutungsstörung	  kommt	  es	  unter	  anderem	  durch	  Histamin,	  Serotonin,	  Kinine	  und	  Prostaglandine	   zu	  einer	  Permeabilitätsstörung	  der	  Gefäßwände.	  Durch	  die	  erhöhte	   Permeabilität	   können	   dann	   Granulozyten,	  Makrophagen	   und	   Lymphozyten	   in	  das	  betroffene	  Gewebe	  einwandern	  (Blutplasmaexsudation).	  Lokal	  gibt	  es	  fünf	  typische	  Entzündungszeichen:	   Rubor/Rötung,	   Calor/Hitze,	   Tumor/Schwellung,	   Dolor/Schmerz	  und	  Functio	  laesa/gestörte	  Funktion.	  Bei	  einer	  starken	  Entzündung	  lassen	  sich	  nicht	  nur	  lokal,	   sondern	   auch	   im	   gesamten	   Organismus	   Entzündungszeichen	   feststellen	  (Dissemination).	   So	   kommt	   es	   zu	   einer	   beschleunigten	   Bildung	   von	   Granulozyten,	   zu	  einer	   vermehrten	   Plasmaproteinsynthese,	   zu	   einer	   Steigerung	   des	   Stoffwechsels	  (Fieber),	  zu	  verschiedenen	  Immunreaktionen	  und	  zu	  allgemeinem	  Krankheitsgefühl	  des	  Patienten	   (Pschyrembel,	   2001).	   Entzündungen	   sind	   also	   lebenswichtige	  Mechanismen	  zum	  Schutz	  des	  Körpers	  vor	  schädigenden	  Einflüssen.	  	  	  Sind	   Krankheitserreger	   oder	   Fremdkörper	   in	   den	   Körper	   eingedrungen,	   werden	   vom	  Körper	   verschiedene	   Immunreaktionen	   eingeleitet.	   Zunächst	   erkennen	   und	  phagozytieren	   Makrophagen,	   die	   aus	   Monozyten	   entstehen	   und	   sich	   im	   Gewebe	  aufhalten,	   die	   eingedrungenen	   Erreger.	   Die	   so	   aktivierten	   Makrophagen	   schütten	  Zytokine	   bzw.	   Chemokine	   (z.B.	   IL-­‐1,	   IL-­‐6,	   IL-­‐8	   und	   TNFα)	   aus	   und	   locken	   so	   unter	  anderem	  Neutrophile,	  Monozyten	  und	  Leukozyten	  zum	  Infektionsherd	  und	  lösen	  so	  die	  lokalen	  und	  gegebenenfalls	  systemischen	  Entzündungsreaktionen	  aus.	  Die	  Neutrophilen	  sind	   die	   ersten	   Zellen,	   die	   in	   der	   initialen	   Phase	   der	   Entzündung	   in	   großer	   Zahl	   ins	  Gewebe	   einwandern	   und	   die	   Erreger	   erkennen,	   aufnehmen	   und	   zerstören.	   Die	  Monozyten	   reifen	   im	   Gewebe	   schnell	   zu	   Makrophagen.	   Die	   Makrophagen	   und	   die	  neutrophilen	   Zellen	   des	   angeborenen	   Immunsystems	   bilden	   eine	   erste	   Verteidigungs-­‐linie	  gegen	  viele	  Mikroorganismen,	  sie	  können	  die	  Erreger	  aber	  nicht	  immer	  vollständig	  beseitigen.	   Daher	   gibt	   es	   bei	   Wirbeltieren	   weitere	   Immunantworten	   –	   das	   adaptive	  Immunsystem.	  Eine	  adaptive	  Immunantwort	  wird	  beispielsweise	  ausgelöst,	  sobald	  eine	  unreife	   dendritische	   Zelle	   in	   einem	   infizierten	  Gewebe	   ein	   Pathogen	   aufnimmt.	  Durch	  die	   Aufnahme	   des	   Erregers	   wird	   die	   dendritische	   Zelle	   aktiviert,	   sie	   wandert	   in	   den	  nächsten	   Lymphknoten	   und	   reift	   zu	   einer	   antigenpräsentierenden	   Zelle.	   Erkennt	   ein	  Lymphozyt	  dort	  ein	  durch	  die	  dendritische	  Zelle	  präsentiertes	  Antigen,	  wird	  er	  aktiviert,	  proliferiert	  und	  differenziert	  zu	  B-­‐	  und	  T-­‐Effektorzellen.	  B-­‐Lymphozyten	  oder	  B-­‐Zellen	  werden	  durch	  die	  Bindung	  eines	  Antigens	  und	  durch	  Lymphokine	  aktiviert.	  Die	  B-­‐Zellen	  differenzieren	   daraufhin	   zu	   antikörperproduzierenden	   Plasmazellen	   oder	   zu	  Gedächtniszellen.	   Durch	   die	   Antikörper	   werden	   die	   Erreger	   für	   Makrophagen	   besser	  sichtbar	  gemacht	  (Opsonierung),	  das	  Komplementsystem	  wird	  aktiviert	  und	  die	  Erreger	  werden	  durch	  Bildung	  von	  großen	  Komplexen	  direkt	  inaktiviert.	  T-­‐Zellen	  erkennen	  ein	  Antigen	  im	  Komplex	  mit	  MHC-­‐Molekülen	  an	  der	  Oberfläche	  von	  antigenpräsentierenden	  Zellen	  und	  werden	  so	  aktiviert.	  T-­‐Killerzellen	   (CD8+)	  zerstören	  dann	  erkrankte	  Zellen	  direkt	   und	   T-­‐Helferzellen	   (CD4+)	   schütten	   Zytokine	   aus	   und	   locken	   so	   weitere	  Immunzellen	   an.	   Regulatorische	   T-­‐Zellen	   verhindern	   eine	   überschießende	   Immun-­‐reaktion	  und	  schützen	  so	  körpereigene	  gesunde	  Zellen.	  Die	  angeborene	  Immunität	  fängt	  sofort	   nach	   Erkennung	   eines	   Erregers	   oder	   Fremdkörpers	   mit	   der	   Bekämpfung	  desselben	  an.	  Die	  adaptive	  Immunantwort	  setzt	  zum	  Teil	  erst	  mehrere	  Tage	  später	  ein,	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da	  sich	  die	  seltenen	  B-­‐	  und	  T-­‐Zellen	  zunächst	  durch	  klonale	  Expansion	  vermehren	  und	  zu	  Effektorzellen	  differenzieren	  müssen	  (Janeway	  et	  al.,	  2002).	  	  Zytokine	  spielen	  bei	   inflammatorischen	  Prozessen	  also	  eine	  wichtige	  Rolle.	  Sie	  werden	  von	   verschiedenen	   Immunzellen,	   wie	   Makrophagen	   oder	   T-­‐Zellen,	   ausgeschüttet	   und	  beeinflussen	   so	   das	   Verhalten	   weiterer	   Immunzellen,	   indem	   sie	   an	   Zelloberflächen-­‐rezeptoren	   binden	   und	   so	   intrazelluläre	   Signalkaskaden	   aktivieren.	   So	  wird	   beispiels-­‐weise	   das	   Zytokin	   TNFα	   (tumor	   necrosis	   factor	   α)	   von	   Makrophagen	   und	   T-­‐Zellen	  ausgeschüttet	  und	  aktiviert	   in	  den	  Zielzellen	  unter	  anderem	  den	  NFκB-­‐Signalweg.	  Der	  Transkriptionsfaktor	  NFκB	  fördert	  mitunter	  die	  Transkription	  von	  Genen,	  die	  bei	  der	  T-­‐Zell-­‐Entwicklung,	  -­‐Reifung	  und	  -­‐Proliferation	  wichtig	  sind	  (Janeway	  et	  al.,	  2002).	  	  	  
1.6 Chronische	  Darmentzündungen	  und	  assoziierte	  Kolorektalkarzinome	  	  Chronische	   Entzündungen	   erhöhen	   in	   vielen	   Geweben	   das	   Risiko	   einer	  Krebsentwicklung.	   Eine	   langanhaltende	   Helicobacter	   pylori-­‐Infektion	   erhöht	   zum	  Beispiel	  das	  Risiko	  für	  Magenkrebs	  (Herrera	  and	  Parsonnet,	  2009),	  Hepatitis	  B	  oder	  C-­‐Infektionen	   erhöhen	   das	   Risiko	   für	   hepatozelluläre	   Karzinome	   (Fung	   et	   al.,	   2009),	  rheumatoide	   Arthritis	   erhöht	   das	   Risiko	   für	   Lymphome	   (Symmons,	   2007),	   eine	  chronische	   Pankreatitis	   erhöht	   das	   Risiko	   für	   Bauchspeicheldrüsenkrebs	   (Dite	   et	   al.,	  2010)	  und	  bei	  Patienten	  mit	  chronischen	  Darmentzündungen	  wie	  Morbus	  Crohn	  ist	  das	  Risiko	  für	  Kolorektalkarzinome	  deutlich	  erhöht	  (Feagins	  et	  al.,	  2009).	  	  	  Es	   gibt	   zwei	   chronisch	   entzündliche	   Darmerkrankungen,	   die	   im	   Englischen	   als	  
inflammatory	  bowel	  disease	  (IBD)	  bezeichnet	  werden:	  Colitis	  ulcerosa	  und	  Morbus	  Crohn.	  	  In	   Deutschland	   leben	   schätzungsweise	   168.000	   Menschen	   mit	   einer	   Colitis	   ulcerosa.	  Männer	   und	   Frauen	   sind	   gleich	   häufig	   betroffen.	   Die	   meisten	   erkranken	   als	   junge	  Erwachsene	   zwischen	  25	  und	  35	   Jahren.	   Typische	  Beschwerden	   sind	   blutigschleimige	  Durchfälle,	   Bauchschmerzen,	   ständiger	   Stuhldrang,	   Fieber,	   allgemeine	   körperliche	  Schwäche	   und	   teilweise	   Hautveränderungen,	   Gelenkschwellungen	   und	   Augen-­‐entzündungen.	   Colitis	   ulcerosa	   ist	   eine	   chronische	   Entzündung	   der	   inneren	   Schleim-­‐hautschicht	   des	   Kolons,	   die	   meist	   im	   Mastdarm	   beginnt,	   sich	   von	   anal	   nach	   oral	  ausbreitet	   und	   auf	   den	   Dickdarm	   beschränkt	   bleibt	   (Deutsche-­‐Morbus-­‐Crohn/Colitis-­‐ulcerosa-­‐Vereinigung,	   2010a;	  Wikipedia-­‐Colitis-­‐ulcerosa,	   2010)	   (siehe	   auch	   Abbildung	  1.7).	  	  Der	   Morbus	   Crohn	   ist	   eine	   chronisch-­‐granulomatöse	   Entzündung,	   die	   im	   gesamten	  Magen-­‐Darm-­‐Trakt	   von	  der	  Mundhöhle	   bis	   zum	  After	   auftreten	   kann.	  Häufig	   sind	   das	  terminale	  Ileum	  und	  das	  Kolon	  betroffen.	  Typisch	  für	  den	  Morbus	  Crohn	  –	  im	  Gegensatz	  zur	  Colitis	  ulcerosa	  –	  ist	  der	  diskontinuierliche,	  segmentale	  Befall	  der	  Darmschleimhaut	  (siehe	   Abbildung	   1.7).	   Die	   meisten	   Morbus	   Crohn-­‐Patienten	   erkranken	   als	   junge	  Erwachsene	  zwischen	  dem	  16.	  und	  dem	  35.	  Lebensjahr.	  Die	  Symptome	  sind	  ähnlich	  wie	  bei	  der	  Colitis	  ulcerosa	  Durchfälle,	  Bauchschmerzen	  und	  Fieber,	  es	  kommt	  aber	  auch	  zu	  Gewichtsverlust,	   Stenosen	   und	   Fisteln.	   Die	   genauen	   Ursachen	   der	   IBD	   sind	   bislang	  ungeklärt,	   man	   nimmt	   aber	   bei	   beiden	   Krankheiten	   eine	   genetisch	   prädisponierte,	  krankhaft	   gesteigerte	   Immunreaktion	   gegen	   die	   Darmflora	   an	   (Deutsche-­‐Morbus-­‐Crohn/Colitis-­‐ulcerosa-­‐Vereinigung,	  2010b;	  Wikipedia-­‐Morbus-­‐Crohn,	  2010).	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Abbildung	   1.7:	   Endoskopiebilder	   aus	   dem	   Kolon	   von	   Patienten	   mit	   chronischen	   Darm-­
entzündungen.	   A	   Zum	   Vergleich	   normales	   Kolongewebe	   im	   Sigma;	   B	   Kolon	   eines	   Morbus	   Crohn-­‐Patienten;	  C	  Kolon	  (Sigma)	  eines	  Patienten	  mit	  Colitis	  ulcerosa	  (Endoskopieatlas-­‐Albertinen-­‐Krankenhaus,	  2010).	  	  In	  vielen	  Colitis	  ulcerosa-­‐Patienten	  mit	  ausgeprägter	  Darmentzündung	  mit	  einer	  Dauer	  von	  mindestens	  8-­‐10	  Jahren	  findet	  man	  häufig	  auch	  kolorektale	  Karzinome	  (Greenstein,	  2000;	  Kornbluth	  and	  Sachar,	  1997).	  Zusätzlich	  findet	  man	  in	  der	  Kolonschleimhaut	  von	  Patienten	  mit	   chronischer	  Darmentzündung	   häufig	   auch	   als	   präkanzerogene	   Läsionen	  bezeichnete	   flache	   Dysplasien	   (Craft	   et	   al.,	   1981).	   Man	   nimmt	   an,	   dass	   der	   Grad	   der	  Dysplasie	   im	  Gewebe	   im	   Laufe	   der	   lang	   anhaltenden	   Entzündung	   stetig	   zunimmt	   und	  schließlich	  zum	  Karzinom	  führt.	  Einige	  mit	  Entzündung	  in	  Verbindung	  gebrachte	  Gene,	  deren	  Transkription	  durch	  nuclear	  factor-­κB	  (NFκB)	  gesteuert	  wird,	  sind	  in	  entzündeter	  Schleimhaut	  erhöht	  und	   ihre	  Level	  bleiben	   in	  Kolonneoplasmen	  erhöht.	  Das	   trifft	   zum	  Beispiel	  auf	  Cyclooxygenase	  (COX)-­‐2,	  inducible	  nitric	  oxide	  synthase	  (iNOS),	  Interferon	  γ	  (IFNγ),	  tumor	  necrosis	  factor	  α	  (TNFα)	  und	  Interleukin-­‐1β	  (IL1β)	  zu	  (Agoff	  et	  al.,	  2000;	  Hussain	  et	  al.,	  2000;	  Kumar	  et	  al.,	  2004;	  Stallmach	  et	  al.,	  2004).	  NFκB	  ist	  ein	  zentraler	  Regulator	   der	   transkriptionellen	   Aktivierung	   einer	   Reihe	   von	   Genen,	   die	   bei	   der	  Zelladhäsion,	   bei	   Immun-­‐	   und	   pro-­‐inflammatorischen	   Antworten,	   der	   Apoptose,	   der	  Differenzierung	   und	   bei	   Wachstum	   involviert	   sind.	   Die	   Induktion	   dieser	   Gene	  beeinflusst	   maßgeblich	   die	   Entzündung	   und	   Reparatur	   der	   Schleimhaut.	   Chronische	  NFκB-­‐Aktivierung	   führt	   zur	   Erneuerung	   von	   Epithelzellen	   und	   Entstehung	   von	  reaktiven	   Sauerstoff-­‐	   und	   Stickstoffspezies	   (RONs).	   Man	   nimmt	   an,	   dass	   erhöhte	  Erneuerungsraten	  der	  Epithelzellen	  und	  DNA-­‐Schäden,	  die	  durch	  RONs	  hervorgerufen	  werden,	  die	  Karzinogenese	  wesentlich	  vorantreiben	  (Tanaka,	  2009).	  	  
1.7 Das	  COP9-­‐Signalosom	  (CSN)	  Das	   COP9-­‐Signalosom	   ist	   ein	   Proteinkomplex,	   der	   in	   vielen	   Krebsentitäten	   −	   zum	  Beispiel	   Brustkrebs,	   Lungenkrebs	   oder	   hepatozellulären	   Karzinomen	   −	   auffällige	  Expressionsmuster	   zeigt.	   Da	   der	   Komplex	   an	   einigen	   für	   die	   Tumorgenese	   kritischen	  Funktionen,	  wie	  Apoptose	  und	  Zellzyklusregulation,	  beteiligt	  ist,	  könnte	  er	  auch	  bei	  der	  Tumorgenese	  des	  Kolorektalkarzinoms	  eine	  wichtige	  Rolle	  spielen.	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Abbildung	  1.8:	  Das	  COP9-­Signalosom	  (CSN).	  Das	  CSN	  besteht	   aus	   acht	  Untereinheiten	  verschiedenen	  Molekulargewichts.	   A	   Elektronenmikroskopische	   Aufnahme	   des	   COP9-­‐Signalosoms;	   B+C	   Schema	   des	  COP9-­‐Signalosoms	   nach	   Sharon	   et	   al..	   Gezeigt	   ist	   eine	   Protein-­‐Protein-­‐Interaktionskarte	   nach	   massen-­‐spektrometrischer	   Analyse.	   Bei	   der	   Massenspektrometrie	   ließen	   sich	   zwei	   Cluster	   erkennen:	   Auf	   der	  einen	   Seite	   CSN1/2/3/8,	   auf	   der	   anderen	   Seite	   CSN4/5/6/7.	   Nur	   eine	   Interaktion	   zwischen	   CSN1	   und	  CSN6	  scheint	  die	  beiden	  Cluster	  zu	  verbinden.	  Innerhalb	  der	  Module	  interagieren	  die	  Untereinheiten	  1,	  3,	  8,	   4,	   5	   und	  6	   jeweils	  mit	   zwei	   anderen	  Untereinheiten.	  Nur	   CSN2	  und	  CSN5	   interagieren	  mit	   nur	   einer	  anderen	   Untereinheit.	   In	   C	   ist	   die	   deutlich	   erkennbare	   Symmetrie	   der	   beiden	   Cluster	   veranschaulicht	  (Kapelari	  et	  al.,	  2000;	  Sharon	  et	  al.,	  2009).	  	  1996	  wurde	  das	  COP9-­‐Signalosom	  als	  negativer	  Regulator	  der	  Photomorphogenese	   in	  
Arabidopsis	   identifiziert	   (Chamovitz	   et	   al.,	   1996).	   Dieser	   heute	   COP9-­‐Komplex,	   COP9-­‐Signalosom	   oder	   CSN	   genannte	   Proteinkomplex	   moduliert	   die	   Genexpression	   in	  Pflanzen	  in	  Abhängigkeit	  von	  Licht	  (Chamovitz,	  2009;	  Wei	  and	  Deng,	  1992).	  1998	  wurde	  der	   Komplex	   dann	   bei	   der	   Aufreinigung	   von	   Proteasomen	   aus	   roten	   Säugerblutzellen	  und	  aus	  Schweinemilz	  wiederentdeckt	   (Seeger	  et	  al.,	  1998;	  Wei	  et	  al.,	  1998).	  Dies	  war	  ein	   erster	   Hinweis,	   dass	   der	   COP9-­‐Komplex	   weitere	   Funktionen	   besitzt,	   die	   über	   die	  Signaltransduktion	   in	   Pflanzen	   hinausgeht.	   Der	   CSN-­‐Komplex	   kommt	   in	   zahlreichen	  eukaryotischen	   Organismen	   vor,	   so	   fand	   man	   das	   COP9-­‐Signalosom	   nicht	   nur	   in	  Pflanzen	   und	   Säugern,	   sondern	   auch	   in	   Saccharomyces	   cerevisiae	   (Maytal-­‐Kivity	   et	   al.,	  2003;	  Wee	   et	   al.,	   2002),	   Schizosaccharomyces	   pombe	   (Mundt	   et	   al.,	   1999),	  Aspergillus	  
nidulans	  (Busch	  et	  al.,	  2003),	  Neurospora	  crassa	  (He	  et	  al.,	  2005),	  Caenorhabditis	  elegans	  (Luke-­‐Glaser	  et	  al.,	  2007)	  und	  Drosophila	  melanogaster	  (Freilich	  et	  al.,	  1999).	  Der	  COP9-­‐Komplex	  ist	  an	  zahlreichen	  biologischen	  Prozessen	  wie	  der	  Embryonalentwicklung,	  dem	  Zellzyklus,	  der	  checkpoint-­‐Kontrolle,	  der	  T-­‐Zell-­‐Entwicklung,	  der	  Signaltransduktion,	  der	  Eizellreifung,	  der	  Autophagie	  und	  dem	  Tagesrhythmus	  beteiligt	  (Kato	  and	  Yoneda-­‐Kato,	  2009;	  Wei	  and	  Deng,	  2003).	  	  Das	  CSN	  besteht	  aus	  acht	  Untereinheiten,	  die	  abhängig	  von	  ihrer	  Größe	  CSN1	  bis	  CSN8	  benannt	   werden	   –	   CSN1	   ist	   die	   größte	   Untereinheit,	   CSN8	   die	   kleinste	   (Deng	   et	   al.,	  2000).	   Neben	   dem	   Gesamtkomplex	   existieren	   auch	   Subkomplexe	   und	   einige	  Untereinheiten	  wurden	   als	  Monomer	   gefunden	   (Freilich	   et	   al.,	   1999;	   Fukumoto	   et	   al.,	  2005;	   Kwok	   et	   al.,	   1998;	   Oron	   et	   al.,	   2002;	   Sharon	   et	   al.,	   2009;	   Tomoda	   et	   al.,	   2002).	  Sharon	  et	  al.	  unterscheiden	  zwei	  Subkomplexe	  mit	  CSN4,	  5,	  6,	  7	  auf	  der	  einen	  Seite	  und	  CSN1,	   2,	   3,	   8	   auf	   der	   anderen	   Seite	   (Sharon	   et	   al.,	   2009).	   Tomoda	   et	   al.	   beschreiben	  dagegen	  neben	  dem	  CSN-­‐Gesamtkomplex	  einen	  Mini-­‐CSN-­‐Komplex	  mit	  CSN4-­‐CSN8,	  das	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heißt	  ohne	  CSN1,	  CSN2	  und	  CSN3	   (Tomoda	  et	   al.,	   2002).	  Es	   ist	   aber	  noch	  weitgehend	  unklar,	   ob	   die	   Untereinheiten	   als	   Monomer	   oder	   in	   den	   Subkomplexen	   andere	  Funktionen	  aufweisen	  als	  im	  CSN-­‐Gesamtkomplex.	  	  Das	   CSN	   besitzt	   auffällige	   Ähnlichkeit	   zum	   proteasome	   lid	   complex	   und	   zum	   eIF3-­‐Komplex	  bezüglich	  Zusammensetzung	  der	  Untereinheiten	  und	  der	  Aminosäuresequenz	  der	   einzelnen	   Untereinheiten.	   Man	   vermutet	   gemeinsame	   Vorfahren	   dieser	   drei	  Komplexe	  und	  aufgrund	  der	  Ähnlichkeit	  zu	  den	  anderen	  Komplexen	  eine	  entscheidende	  Rolle	   des	   CSN	   im	   Lebenszyklus	   der	   Proteine	   von	   der	   Synthese	   bis	   zum	   Abbau.	  Tatsächlich	  wurden	  Funktionen	  des	  CSN	  bei	  der	  Regulation	  der	  Proteinstabilität,	  bei	  der	  Transkription,	   der	   Proteinphosphorylierung	   und	   der	   intrazellulären	   Verteilung	   der	  Proteine	   identifiziert	   (Glickman	   et	   al.,	   1998;	   Hofmann	   and	   Bucher,	   1998;	   Kato	   and	  Yoneda-­‐Kato,	  2009).	  	  Das	   CSN	   spielt	   in	   verschiedenen	  Organismen	   eine	   essentielle	   Rolle	   für	   das	   Überleben	  und	   die	   Zellproliferation.	   Bislang	   wurde	   der	   knockout	   in	   Mäusen	   der	   CSN-­‐Untereinheiten	   2,	   3,	   5	   und	   8	   versucht	   und	   alle	   diese	   knockouts	   sind	   bereits	   in	   einem	  frühen	  Stadium	  der	  Embryonalentwicklung	  letal	  (Lykke-­‐Andersen	  et	  al.,	  2003;	  Menon	  et	  al.,	  2007;	  Tomoda	  et	  al.,	  2004;	  Yan	  et	  al.,	  2003).	  	  
1.8 CSN5/JAB1	  	  CSN5	   oder	   JAB1	   ist	   die	   fünfte	   Untereinheit	   des	   COP9-­‐Signalosoms	   und	   hat	   ein	  Molekulargewicht	   von	  38	   kDa.	   Es	  wurde	   zuerst	   1996	  durch	  Claret	   et	   al.	   (Claret	   et	   al.,	  1996)	   unabhängig	   vom	   CSN-­‐Komplex	   als	   c-­Jun-­activation-­domain-­binding-­protein-­1	  (JAB1)	  gefunden,	  das	  heißt	  CSN5	  ist	  ein	  transkriptioneller	  Coaktivator	  von	  c-­‐Jun.	  Später	  wurde	   CSN5/JAB1	   als	   Interaktionspartner	   verschiedener	   intrazellulärer	   Regulatoren	  wie	   dem	   CDK-­‐Inhibitor	   p27	   (Tomoda	   et	   al.,	   1999)	   und	   dem	   Tumorsuppressor	   p53	  (Bech-­‐Otschir	  et	  al.,	  2001;	  Oh	  et	  al.,	  2006a;	  Zhang	  et	  al.,	  2008)	  identifiziert.	  Des	  Weiteren	  wurde	   die	   Interaktion	   von	   CSN5	   mit	   Bcl3	   (Dechend	   et	   al.,	   1999),	   LFA-­‐1	   (leukocyte	  
functional	   antigen	   1)	   (Bianchi	   et	   al.,	   2000;	   Perez	   et	   al.,	   2003),	   rLHR	   (Lutropin/	  
choriogonadotropin	   receptor)	   (Li	   et	   al.,	   2000),	   MIF	   (macrophage	   migration	   inhibitory	  
factor)	   (Kleemann	  et	  al.,	  2000),	  PR	  (progesterone	  receptor)	   (Chauchereau	  et	  al.,	  2000),	  SRC-­‐1	  (Steroid	  receptor	  coactivator)	  (Chauchereau	  et	  al.,	  2000),	  ERα	  (Estrogen	  receptor	  
α)	   (Callige	   et	   al.,	   2005),	   P8	   (Malicet	   et	   al.,	   2006),	   RUNX3	   (Runt-­related	   transcription	  
factor	  3)	  (Kim	  et	  al.,	  2009),	  WNVCp	  (West	  Nile	  Virus	  Capsid	  protein)	  (Oh	  et	  al.,	  2006b),	  HIF-­‐1α	   (Hypoxia	   inducible	   transcription	   factor)	   (Bae	   et	   al.,	   2002;	   Bemis	   et	   al.,	   2004),	  Smad4	   (Wan	   et	   al.,	   2002),	   Smad7	   (Kim	   et	   al.,	   2004),	   PGP9.5	   (Caballero	   et	   al.,	   2002),	  	  	  	  	  	  	  	  9-­‐1-­‐1	   complex	   (Rad1-­Rad9-­Hus1	   complex)	   (Huang	   et	   al.,	   2007),	   EB1	   (microtubule	   end-­
binding	   protein	   1)	   (Peth	   et	   al.,	   2007),	  DNA	   topoisomerase	   II	  α	   (Yun	   et	   al.,	   2004),	  HPO	  (Hepatopoietin)	   (Lu	   et	   al.,	   2002),	   Hepatitis	   B	   virus	   X	   protein	   (Tanaka	   et	   al.,	   2006),	  Thioredoxin	  (Hwang	  et	  al.,	  2004),	  VDUP1	  (Jeon	  et	  al.,	  2005),	  HAND2	  (Dai	  et	  al.,	  2004),	  Psoriasin	   (Emberley	   et	   al.,	   2003),	   L-­type	  Ca2+	   Kanäle	   (Kameda	   et	   al.,	   2006),	  Pretease-­
activated	   receptor-­‐2	   (Luo	  et	   al.,	   2006),	   IRE1α	   (Oono	  et	   al.,	   2004),	   53BP1	   (Kwak	  et	   al.,	  2005),	  E2F1	  (Hallstrom	  and	  Nevins,	  2006),	  Brn-­‐2	  (Huang	  et	  al.,	  2005),	  Id3	  (Berse	  et	  al.,	  2004)	   und	   SMYD3	   (Mori	   et	   al.,	   2008)	   bestätigt.	   Viele	   der	   Interaktionspartner	  wurden	  zunächst	   durch	   einen	   yeast-­two-­hybrid-­screen	   identifiziert,	   die	   meisten	   Interaktionen	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mit	   CSN5	   wurden	   aber	   (auch)	   durch	   Co-­‐Immunpräzipitationsanalysen	   nachgewiesen:	  mit	   Bcl-­‐3,	   53BP1,	   9-­‐1-­‐1	   complex,	   DNA	   topoisomerase	   II,	   E2F1,	   EB1,	   ERα,	   HAND2,	  
Hepatitis	  B	   virus	  X	  protein,	  HIF-­‐1α,	  Hepatopoietin,	   Id3,	   LFA-­‐1,	  L-­type	   Ca2+	  Kanäle,	  MIF,	  P8,	   p27,	   p53,	   PGP9.5,	   progesterone	   receptor,	   Pretease-­activated	   receptor-­‐2,	   Psoriasin,	  rLHR,	  RUNX3,	  Smad4,	  Smad7,	  SMYD3,	  Thioredoxin,	  VDUP1	  und	  WNVCp.	  	  Das	   CSN,	   insbesondere	   CSN5/JAB1,	   hat	   zahlreiche	   Funktionen	   bei	   der	   Regulation	   der	  Proteinstabilität.	   Die	   am	   häufigsten	   untersuchte	   CSN-­‐Funktion	   ist	   der	   Proteinabbau	  (Bech-­‐Otschir	   et	   al.,	   2002;	   Cope	   and	  Deshaies,	   2003;	   Schwechheimer	   and	  Deng,	   2001;	  von	   Arnim,	   2003;	  Wolf	   et	   al.,	   2003).	   Die	   Regulation	   des	   Proteinabbaus	   wird	   auf	   drei	  verschiedene	   Arten	   erreicht:	   a)	   Regulation	   von	   Cullin-­‐RING-­‐E3-­‐Ligasen	   (CRL)	   durch	  Deneddylierung,	   b)	   Regulation	   der	   Ubiquitinligase	   COP1	   und	   c)	   Regulation	   der	  Deubiquitinierung.	  	  CRL	   ist	   die	   größte	   Familie	   unter	   den	   Ubiquitinligasen.	   Das	   Cullin	   in	   den	   CRLs	   wird	  posttranskriptional	   durch	   eine	   kovalente	   Bindung	   an	   das	   ubiquitinähnliche	  Nedd8/Rub1	  modifiziert	  (Chiba	  and	  Tanaka,	  2004).	  Diese	  Modifikation	  ist	  entscheidend	  für	   die	   Enzymaktivität	   der	   CRLs.	   Das	   CSN	   katalysiert	   das	   Entfernen	   des	   Nedd8	   von	  Cullin-­‐1	  und	  reguliert	  auf	  diese	  Weise	  die	  CRL-­‐Aktivität	  (Cope	  et	  al.,	  2002;	  Groisman	  et	  al.,	  2003;	  Lyapina	  et	  al.,	  2001;	  Pintard	  et	  al.,	  2003;	  Schwechheimer	  et	  al.,	  2001).	  Da	  die	  Nedd8-­‐Modifikation	   absolut	   essentiell	   für	   die	   CRL-­‐Aktivierung	   ist	   (Ohh	   et	   al.,	   2002),	  wurde	   eine	   Aktivitätssteigerung	   der	   CRLs	   postuliert,	  wenn	   das	   CSN	   herunterreguliert	  wird	   und	   es	   somit	   mehr	   neddyliertes	   Cullin	   gibt.	   Tatsächlich	   konnte	   aber	   gezeigt	  werden,	   dass	   das	   CSN	   für	   die	   Aktivierung	   von	   CRLs	   benötigt	  wird	   (Cope	   et	   al.,	   2002;	  Doronkin	   et	   al.,	   2003;	   Feng	   et	   al.,	   2003;	   Groisman	   et	   al.,	   2003;	   Pintard	   et	   al.,	   2003;	  Schwechheimer	   et	   al.,	   2001;	   Wang	   et	   al.,	   2003).	   Das	   scheint	   paradox,	   lässt	   sich	   aber	  damit	   erklären,	   dass	   für	   die	   CRL-­‐Enzymaktivität	   ein	   ständiger	   turnover	   der	   Nedd8-­‐Bindung	   von	   Nöten	   ist.	   Wolf	   et	   al.	   postulieren,	   dass	   das	   CSN	   mit	   seiner	  Deneddylaseaktivität	  beim	  Aufbau	  des	  SCF-­‐Komplexes	  −	  einer	  Cullin-­‐RING-­‐E3-­‐Ligase	  −	  hilft.	   Nach	   oder	  während	  Ubiquitinierung	   eines	   Substrats	  wird	   das	   Substrat-­‐bindende	  Adaptorprotein	   (z.B.	   F-­‐Box-­‐Protein)	   eines	   SCF-­‐Komplexes	   ebenfalls	   abgebaut.	   Dieser	  autokatalytische	   Adaptorabbau	   gewährleistet	   eine	   flexible	   Substratspezifität	   des	   SCF-­‐Komplexes.	   Um	   ein	   weiteres	   Substrat	   ubiquitinieren	   zu	   können,	   muss	   nun	   aber	   ein	  neuer	   SCF-­‐Komplex	   aufgebaut	  werden.	  Beim	  Neuzusammenbau	  des	  Komplexes	   dürfte	  das	   CSN	  mit	   seiner	  Deneddylaseaktivität	   eine	  wichtige	  Rolle	   spielen,	   indem	  es	   Cullins	  deneddyliert,	   so	  die	  E2-­‐Ligase	  aus	  dem	  Komplex	  entlässt	  und	  somit	  eine	  unmittelbare	  Ubiquitinierung	   des	   neuen	   Adaptorproteins	   beim	   Komplexaufbau	   verhindert	   (Wolf	   et	  al.,	  2003).	  	  	  CSN5/JAB1	  spielt	  bei	  der	  Neddylierung	  eine	  zentrale	  Rolle	  (Cope	  et	  al.,	  2002).	  CSN5	  hat	  wie	   CSN6	   eine	   MPN	   (Mpr1-­‐Pad1-­‐N-­‐terminal)-­‐Domäne,	   die	   bei	   CSN5	   auch	   JAMM-­‐Domäne	   (JAB1/MPN	   domain	   metalloenzyme)	   genannt	   wird.	   Die	   Metalloprotease-­‐aktivität	  und	  die	  Deneddylaseaktivität,	  die	  mit	  der	  MPN-­‐Domäne	  assoziiert	  sind,	   findet	  man	   nicht	   beim	   CSN5-­‐Monomer,	   sondern	   nur	   in	   Verbindung	   mit	   anderen	   CSN-­‐Untereinheiten,	   vermutlich	   sogar	   nur	   im	   COP9-­‐Gesamtkomplex	   (Cope	   et	   al.,	   2002;	  Sharon	  et	  al.,	  2009).	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COP1	   (constitutively	  photomorphogenic	  1)	   ist	   eine	  Ubiquitinligase,	  die	  downstream	   des	  CSN/COP9-­‐Signalosoms	  agiert	  (Osterlund	  et	  al.,	  1999;	  von	  Arnim	  and	  Deng,	  1994;	  Yi	  and	  Deng,	   2005),	   die	   eine	  wichtige	   Rolle	   bei	   der	   Regulation	   der	   p53-­‐Stabilität	   nach	   DNA-­‐Schaden	  spielt	  (Dornan	  et	  al.,	  2006;	  Dornan	  et	  al.,	  2004;	  Yoneda-­‐Kato	  et	  al.,	  2005),	  die	  die	  Stabilität	  der	  Transkriptionsfaktoren	  c-­‐Jun	  und	  FOXO1	  reguliert	  (Bianchi	  et	  al.,	  2003;	  Kato	  et	  al.,	  2008;	  Wertz	  et	  al.,	  2004)	  und	  eine	  Rolle	  im	  Lipidmetabolismus	  spielt	  (Qi	  et	  al.,	  2006).	  Diese	  Funktionen	  von	  COP1	  konnten	  bislang	  allerdings	  nur	  in	  Pflanzen	  gezeigt	  werden,	  bei	  Hefen	  fehlt	  COP1	  völlig	  und	  in	  Säugern	  gibt	  es	  wenige	  Untersuchungen	  zum	  Zusammenspiel	   von	  CSN	  und	  COP1.	   In	   Säugerzellen	  konnte	   aber	   gezeigt	  werden,	  dass	  CSN3	   nach	   UV-­‐Bestrahlung	   upstream	   von	   COP1	   agiert	   und	   zusammen	   mit	   MLF1	  (myeloid	   leukemia	   factor	  1)	  die	  Expression	  und	  die	  Aktivität	  von	  COP1	  beeinflusst	  und	  somit	  p53	  kontrolliert	  (Yoneda-­‐Kato	  and	  Kato,	  2008;	  Yoneda-­‐Kato	  et	  al.,	  2005).	  	  Für	  den	  Proteinabbau	  ist	  neben	  der	  oben	  beschriebenen	  (De-­‐)Neddylierung	  der	  Cullins	  ein	   CSN-­‐assoziiertes	   deubiquitinierendes	   Enzym	   von	   Bedeutung.	   Bei	   Säugern	   wurde	  USP15	  als	  CSN-­‐assoziiertes	  deubiquitinierendes	  Protein	  identifiziert.	  USP15	  spielt	  unter	  anderem	  eine	  Rolle	  im	  NFκB-­‐Signalweg	  (Schweitzer	  et	  al.,	  2007).	  Das	  CSN	  reguliert	  den	  Abbau	   von	   IκBα,	   dem	   negativen	   Regulator	   des	   Transkriptionsfaktors	   NFκB,	   indem	   es	  seine	  Deubiquitinierung	  via	  USP15	  fördert.	  	  Neben	   den	   verschiedenen	   Funktionen	   beim	   Proteinabbau	   hat	   CSN5	   auch	   eine	  Bedeutung	  bei	  der	  Transkriptionsregulation.	  Wie	  bereits	  beschrieben	  ist	  CSN5/JAB1	  als	  transkriptioneller	   Coaktivator	   von	   c-­‐Jun	   bekannt.	   Dabei	   stimuliert	   CSN5/JAB1	   die	  Bindung	  von	  c-­‐Jun	  an	  die	  AP-­‐1-­‐site	  (Claret	  et	  al.,	  1996).	  CSN5/JAB1	  bindet	  auch	  selektiv	  an	  den	  Transkriptionsfaktor	  E2F1	  und	  aktiviert	  ihn	  (Hallstrom	  and	  Nevins,	  2006).	  E2F1	  kann	   Apoptose	   induzieren.	   Kürzlich	   wurde	   die	   Interaktion	   von	   CSN5/JAB1	   mit	   der	  Histonmethyltransferase	   SMYD3	   beschrieben	   (Mori	   et	   al.,	   2008).	   Diese	   Interaktion	  erklärt	  wie	   CSN5/JAB1	   die	   Transkription	   reguliert	   und	   bestätigt	   die	   zuvor	   vermutete	  Assoziation	  von	  CSN5/JAB1	  beziehungsweise	  des	  CSN-­‐Gesamtkomplexes	  mit	  Chromatin	  (Menon	  et	  al.,	  2007;	  Mori	  et	  al.,	  2008).	  	  Seeger	  et	  al.	  beschrieben	  eine	  Kinaseaktivität,	  die	  mit	  dem	  CSN	  assoziiert	  ist	  und	  die	  c-­‐Jun,	  NFκB,	  IκBα	  und	  p53	  als	  Ziel	  hat	  (Bech-­‐Otschir	  et	  al.,	  2001;	  Seeger	  et	  al.,	  1998).	  Im	  Falle	  von	  p53	  phosphoryliert	  die	  CSN-­‐assoziierte	  Kinase	  Threonin	  155	  und	  destabilisiert	  es	   dadurch	   (Bech-­‐Otschir	   et	   al.,	   2001).	   Curcumin,	   ein	   Hauptbestandteil	   des	   Gewürzes	  Kurkuma,	  vermag	  diese	  Kinaseaktivität	  effektiv	  zu	  hemmen.	  Curcumin	  ist	  interessanter-­‐weise	  für	  seine	  anti-­‐tumorigene	  und	  anti-­‐angiogenetische	  Wirkung	  bekannt	  (Arbiser	  et	  al.,	   1998;	   Huang	   et	   al.,	   1995).	   Es	   sind	   einige	   CSN-­‐assoziierte	   Kinasen	   bekannt,	   unter	  anderem	  protein	  kinase	  D	   (PKD)	   (Uhle	  et	   al.,	   2003),	  casein	  kinase	   II	   (CK2)	   (Uhle	  et	   al.,	  2003)	  und	  inositol	  1,3,4-­triphosphate	  5/6-­kinase	  (5/6-­‐kinase)	  (Sun	  et	  al.,	  2002;	  Wilson	  et	  al.,	  2001).	  Diese	  Kinasen	  phosphorylieren	  zum	  Beispiel	  c-­‐Jun,	  ATF-­‐2	  und	  p53.	  	  Neben	   den	   bereits	   beschriebenen	   Funktionen	   ist	   CSN5/JAB1	   auch	   an	   der	   Verteilung	  verschiedener	   Proteine	   in	   der	   Zelle	   maßgeblich	   beteiligt.	   So	   kontrolliert	   es	   beispiels-­‐weise	   den	   nukleären	   Export	   des	   CDK-­‐Inhibitors	   p27	   (Tomoda	   et	   al.,	   1999).	   Auch	   die	  subzelluläre	  Verteilung	  von	  p53	  (Oh	  et	  al.,	  2006a),	  von	  RUNX3	  (Kim	  et	  al.,	  2009),	  des	  9-­‐1-­‐1-­‐Komplexes	  (Huang	  et	  al.,	  2007)	  und	  von	  WNVCp	  (Oh	  et	  al.,	  2006b)	  scheint	  abhängig	  vom	  CSN	  beziehungsweise	  von	  CSN5/JAB1	  zu	  sein.	  Der	  zytoplasmatische	  Export	  ist	  oft	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mit	  einem	  anschließenden	  Abbau	  des	  Zielproteins	  verknüpft	  (Huang	  et	  al.,	  2007;	  Kim	  et	  al.,	  2009;	  Oh	  et	  al.,	  2006a;	  Oh	  et	  al.,	  2006b;	  Tomoda	  et	  al.,	  1999;	  Zhang	  et	  al.,	  2008).	  	  
1.9 Die	  Rolle	  des	  CSN	  bei	  der	  Entzündung	  Bislang	  gibt	  es	  recht	  wenige	  Studien,	  die	  die	  mögliche	  Rolle	  des	  CSN	  und	  von	  CSN5/JAB1	  bei	  der	  Entzündung	  und	  seine	  mögliche	  Einflussnahme	  auf	  verschiedene	  Signalwege,	  die	  unter	   inflammatorischen	  Bedingungen	  aktiviert	  werden,	  untersuchen.	  Schweitzer	  et	  al.	  und	  Orel	  et	  al.	  konnten	  einen	  Zusammenhang	  zwischen	  dem	  COP9-­‐Signalosom	  und	  dem	  NFκB-­‐Signalweg,	  einem	  bei	  Entzündungen	  häufig	  aktivierten	  Signalweg,	  zeigen	  (Orel	  et	  al.,	  2010;	  Schweitzer	  et	  al.,	  2007).	  	  NFκB	   ist	   ein	   Transkriptionsfaktor,	   dem	   bei	   der	   Entstehung	   von	   Entzündungen	   eine	  kritische	  Rolle	  zukommt.	  NFκB	   ist	  ohne	  extrazelluläre	  Stimuli	   im	  Komplex	  mit	   seinem	  negativen	  Regulator	  IκBα	   im	  Zytoplasma	  zu	  finden.	  Werden	  die	  Zellen	  stimuliert,	  wird	  IκBα	   durch	   den	   IKK-­‐Komplex	   phosphoryliert,	   durch	   die	   Cullin-­‐RING-­‐Ligase	   SCFβTrCP	  ubiquitiniert	  und	  anschließend	  durch	  das	  26S	  Proteasom	  abgebaut.	  Der	  Abbau	  von	  IκBα	  führt	  zu	  freiem	  NFκB	  und	  somit	  zur	  nukleären	  Translokation	  und	  Aktivierung	  von	  NFκB	  als	   Transkriptionsfaktor.	   Der	   IKK-­‐Komplex	   besteht	   aus	   den	   zwei	   katalytischen	  Untereinheiten	  IKKα	  (IKK1)	  und	  IKKβ	  (IKK2)	  und	  der	  regulatorischen	  Untereinheit	  IKKγ	  (NEMO).	   IκBα	   wird	   durch	   IKKβ	   an	   den	   Serinresten	   32	   und	   36	   phosphoryliert.	   Die	  Ubiquitinierung	  von	  IκBα	  wird	  durch	  die	  Cullin-­‐RING-­‐Ligase	  SCFβTrCP	  vermittelt,	  die	  das	  F-­‐Box-­‐Protein	  β-­‐TRCP	  als	   Substratadapter	   enthält	  und	   spezifisch	  die	  phosphorylierten	  Serinreste	  32	  und	  36	  des	  IκBα	  erkennt	  (Karin	  and	  Ben-­‐Neriah,	  2000).	  	  Schweitzer	   et	   al.	   konnten	   erstmals	   eine	   induzierbare	   Interaktion	   des	   CSN	   mit	   IκBα	  zeigen.	   Sie	   zeigten	   ebenfalls,	   dass	   CSN	   die	   IκBα-­‐	   und	   die	   NFκB-­‐Aktivität	   kontrolliert.	  Wurde	   der	   CSN-­‐Komplex	   durch	   knockdown	   von	   einzelnen	   Untereinheiten	   in	   seiner	  Integrität	  gestört,	  wurde	  in	  TNFα-­‐stimulierten	  Zellen	  weniger	  IκBα	  reakkumuliert	  und	  die	  nukleäre	  Translokation	  des	  NFκB	  wurde	  verlängert.	  Das	  CSN	  kontrolliert	  IκBα	  durch	  dessen	  Deubiquitinierung	  mittels	  USP15,	  einer	  CSN-­‐assoziierten	  Deubiquitinylase.	  Ohne	  intaktes	  CSN	  sinken	  auch	  die	  Proteinexpressionslevel	  von	  Cullin-­‐1	  und	  von	  β-­‐TRCP.	  Das	  CSN	  scheint	  also	  die	  Aktivität	  der	  CRL	  (Cullin-­‐RING-­‐Ligasen)	  zu	  steuern	  und	  die	   IκBα-­‐Stabilität	  zu	  kontrollieren	  (Schweitzer	  et	  al.,	  2007).	  	  Einen	   ähnlichen	   crosstalk	   zwischen	   COP9-­‐Signalosom	   und	   NFκB-­‐Signalweg	   konnten	  Orel	  et	  al.	  vor	  kurzem	  beobachten.	  Sie	  konnten	  die	  Interaktion	  der	  IκB-­‐Kinasen	  mit	  dem	  CSN-­‐Komplex	  und	  mit	  der	  SCF-­‐Ubiquitinierungsmaschinerie	  zeigen.	  Zudem	  konnten	  sie	  beobachten,	   dass	   IKK-­‐Kinasen	   nicht	   nur	   IκBα,	   sondern	   auch	   CSN5/JAB1	  phosphorylieren	   und	   dass	   IKK2	   die	   Ubiquitinierung	   von	   CSN5/JAB1	   beeinflusst.	   Das	  deutet	   in	   nicht	   aktivierten	   Zellen	   auf	   eine	   Funktion	   des	   CSN	   als	   Inhibitor	   des	  konstitutiven	   NFκB-­‐Signalwegs	   hin.	   Eine	   Reduktion	   der	   CSN5/JAB1-­‐Proteinlevel	  verstärkt	  die	  basale	  NFκB-­‐Aktivität	  und	  unterstützt	  das	  Überleben	  der	  Zellen	  bei	  Stress.	  Sie	   konnten	   zudem	   zeigen,	   dass	   die	   MPN-­‐Metalloprotease-­‐Domäne,	   die	   auch	   für	   die	  Deneddylierung	   verantwortlich	   ist,	   von	   CSN5/JAB1	   für	   seinen	   inhibitorischen	   Effekt	  verantwortlich	   ist.	   In	   TNFα-­‐stimulierten	   Zellen	   dissoziiert	   der	   CSN-­‐Komplex	   von	   den	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IKKs.	  Diese	  Dissoziation	  ermöglicht	  dann	  eine	  vollständige	  und	  schnelle	  Aktivierung	  des	  NFκB-­‐Signalwegs	  (Orel	  et	  al.,	  2010).	  	  Die	   Studien	   von	   Schweitzer	   et	   al.	   und	  Orel	   et	   al.	   konnten	   also	   zeigen,	   dass	   das	   COP9-­‐Signalosom	  auf	  mehrfache	  Weise	  mit	  dem	  NFκB-­‐Signalweg	  verknüpft	   ist	   und	  könnten	  ein	  wichtiger	  Hinweis	  sein,	  dass	  das	  CSN,	  insbesondere	  CSN5/JAB1,	  bei	  der	  Entzündung	  eine	  entscheidende	  regulatorische	  Rolle	  spielen	  könnte.	  	  Neben	  der	  Verknüpfung	  mit	  dem	  NFκB-­‐Signalweg	  gibt	  es	  aber	  noch	  weitere	  Hinweise,	  dass	  das	  COP9-­‐Signalosom,	   insbesondere	  CSN5,	   bei	   inflammatorischen	  Prozessen	   eine	  Rolle	   spielt.	   So	  konnten	  beispielsweise	  Bianchi	  et	  al.	  die	   intrazelluläre	   Interaktion	  von	  CSN5/JAB1	  und	  dem	  Integrin	  LFA-­‐1	  zeigen	  (Bianchi	  et	  al.,	  2000).	  LFA-­‐1	   ist	  wichtig	   für	  die	   T-­‐Lymphozytenmigration,	   bei	   der	   Lymphozyten	   in	   Lymphknoten	   und	   entzündete	  Gewebe	   einwandern	   und	   dort	   in	   Kontakt	   mit	   antigenpräsentierenden	   Zellen	   treten	  (Smith	  et	  al.,	  2007).	  LFA-­‐1	  spielt	  auch	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Neutrophilenrekrutierung	  in	  die	  Lunge	  als	  Antwort	  auf	  Endotoxine	  in	  der	  Atemluft	  (Basit	  et	  al.,	  2006).	  	  Das	  CSN	  ist	  zudem	  wichtig	  für	  das	  Überleben,	  die	  Proliferation	  und	  die	  Entwicklung	  von	  peripheren	  T-­‐Zellen.	  Csn8-­‐defiziente	  T-­‐Zellen	  werden	  nach	  Antigenkontakt	  weniger	  gut	  aktiviert	   und	   gehen	   nicht	   so	   leicht	   aus	   der	   G0-­‐Phase	   in	   den	   Zellzyklus	   (Menon	   et	   al.,	  2007).	   Panattoni	   et	   al.	   konnten	   zeigen,	   dass	   Csn5	   eine	   wichtige	   Rolle	   bei	   der	   T-­‐Zell-­‐Entwicklung	  und	  T-­‐Zell-­‐Proliferation	  spielt	  (Panattoni	  et	  al.,	  2008).	  	  Bei	  Patienten	  mit	   rheumatoider	  Arthritis	   zeigen	   fibroblastenähnliche	  Synoviozyten	  als	  Antwort	  auf	  TNFα-Stimulation	  eher	  pro-­‐Überlebens-­‐	  als	  pro-­‐apoptotische	  Signale.	  Wang	  et	   al.	   konnten	   zeigen,	   dass	   CSN5/JAB1	   in	   diesen	   Zellen	   ein	   kritischer	   Regulator	   der	  TNFα-­‐vermittelten	  anti-­‐apoptotischen	  Signalwege	  ist	  (Wang	  et	  al.,	  2006).	  	  Zudem	   interagiert	   CSN5/JAB1	  mit	   dem	  Zytokin	  MIF	   (macrophage	  migration	   inhibitory	  
factor)	   – einem	   Entzündungsmediator,	   der	   bei	   der	   angeborenen	   und	   der	   adaptiven	  Immunantwort	  eine	  wichtige	  Rolle	  spielt.	  	  
1.10 CSN(5)	  und	  seine	  Rolle	  bei	  Neoplasmen	  Während	  noch	  recht	  wenig	  über	  die	  Rolle	  des	  CSN	  in	  der	  Entzündung	  bekannt	  ist,	  gibt	  es	  bereits	   einige	   Studien,	   die	   den	   möglichen	   Einfluss	   des	   CSN	   auf	   Krebserkrankungen	  untersuchen.	   In	   einer	   Vielzahl	   von	   Krebsentitäten	   findet	   man	   auffällige	   Expressions-­‐muster	  der	  CSN-­‐Untereinheiten,	  besonders	  häufig	  fällt	  dabei	  die	  CSN5/JAB1-­‐Expression	  auf.	   Ob	   und	   wie	   das	   CSN	   an	   der	   Tumorentwicklung	   beteiligt	   ist,	   ist	   aber	   noch	  weitgehend	  unklar.	  Sicher	   ist	  aber,	  dass	  das	  CSN	  an	  einigen	  für	  die	  Tumorentwicklung	  kritischen	   Funktionen	   essentiell	   beteiligt	   ist,	   so	   beispielsweise	   an	   der	   Zellzyklus-­‐regulation,	  der	  Signaltransduktion,	  der	  checkpoint-­‐Kontrolle	  und	  an	  der	  Apoptose.	  	  CSN5/JAB1	   ist	   in	   zahlreichen	   Tumorentitäten	   überexprimiert,	   so	   zum	   Beispiel	   in	  Neuroblastomen	  (Shen	  et	  al.,	  2000),	  bei	  Eierstockkrebs	  (Sui	  et	  al.,	  2001;	  Sui	  et	  al.,	  2006),	  in	  Hypophysentumoren	  (Korbonits	  et	  al.,	  2002),	   in	  embryonalen	  Rhabdomyosarkomen	  (Tsuchida	  et	  al.,	  2002),	  bei	  Brustkrebs	  (Esteva	  et	  al.,	  2003;	  Hsu	  et	  al.,	  2008a;	  Kouvaraki	  et	  al.,	  2003;	  Wang	  et	  al.,	  2008),	  bei	  Bauchspeicheldrüsenkrebs	  (Fukumoto	  et	  al.,	  2004),	  in	   Lungenadenokarzinomen	   (Goto	   et	   al.,	   2004),	   bei	   nichtkleinzelligem	   Lungenkrebs	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(Osoegawa	  et	  al.,	  2004),	   in	  hepatozellulären	  Karzinomen	  (Hsu	  et	  al.,	  2008b;	  Patil	  et	  al.,	  2005),	   in	   Schilddrüsenkarzinomen	   (Ito	   et	   al.,	   2003;	   Ito	   et	   al.,	   2005),	   in	   Mundhöhlen-­‐karzinomen	   (Shintani	   et	   al.,	   2003),	   in	  Melanozytenläsionen	   (Ivan	   et	   al.,	   2004)	   und	   in	  Kehlkopfkarzinomen	  (Dong	  et	  al.,	  2005).	  	  Das	  CSN5/JAB1-­‐Gen	  wird	  dabei	  selten	  in	  einer	  mutierten	  Form	  gefunden,	  abgesehen	  von	  wenigen	  Genamplifikationen	  (Adler	  et	  al.,	  2006;	  Patil	  et	  al.,	  2005).	  Das	  legt	  Mutationen	  der	   upstream-­‐Regulatoren	   von	   CSN5/JAB1	   im	   Tumorgewebe	   nahe,	   die	   zur	  Hochregulation	   der	   CSN5/JAB1-­‐Expression	   und	   zur	   Krebsentwicklung	   führen.	   Hohe	  CSN5/JAB1-­‐Level	   sind	  oft	  mit	  einer	  schlechten	  Prognose	  bei	  Krebspatienten	  korreliert	  und	   stehen	   oft	   mit	   niedrigen	   p27-­‐Leveln	   in	   Verbindung.	   Einige	   der	   CSN5/JAB1-­‐Interaktionspartner	   sind	   auch	   als	   Tumorsuppressoren	   bekannt,	   so	   zum	   Beispiel	   p53,	  p27,	   Smad7,	   Runx3	   und	   das	   Gen	   des	   CDK-­‐Inhibitors	   p16INK4a	   (Mori	   et	   al.,	   2008).	   CSN	  scheint	  zusammen	  mit	  Nedd8	  für	  die	  Ras-­‐vermittelte	  Transformation	  von	  Tumorzellen	  verantwortlich	   zu	   sein,	   denn	   reduziert	   man	   verschiedene	   CSN-­‐Untereinheiten	   und	  Nedd8	  in	  Tumorzellen	  mit	  Ras-­‐Mutationen	  führt	  dies	  zu	  Wachstumsdefekten	  der	  Zellen	  (Luo	  et	  al.,	  2009).	  Das	  lässt	  die	  Annahme	  zu,	  dass	  Ras	  upstream	  des	  CSN	  wirken	  könnte.	  Zudem	  wurde	  das	  CSN	  in	  chronic	  myeloid	  leukemia-­‐Zellen	  downstream	  von	  der	  Bcr-­‐Abl-­‐Kinase	   identifiziert,	  die	  über	  MAP-­‐Kinasen	  (MAPK)	  und	  PI-­‐3-­‐Kinasen	  (PI3K)	  wirkt,	  die	  als	  Mediatoren	   der	  Ras-­‐Transformation	   beschrieben	   sind	   (Tomoda	   et	   al.,	   2005).	  Wird	  CSN5/JAB1	   in	  Mäusen	   ektopisch	   exprimiert,	   entwickeln	   die	  Mäuse	  myeloproliferative	  Störungen	   mit	   einer	   Vergrößerung	   der	   Stammzellpopulation	   (Mori	   et	   al.,	   2008).	   Das	  könnte	   ein	   Hinweis	   sein,	   dass	   CSN5/JAB1	   mit	   anderen	   onkogenen	   oder	   tumor-­‐suppressiven	   Proteinen	   zusammenarbeitet.	   Tatsächlich	   wurde	   in	   Brustkrebszellen	  bereits	  eine	  Zusammenarbeit	  von	  CSN5/JAB1	  und	  c-­‐Myc	  vermutet	  (Adler	  et	  al.,	  2006).	  Zudem	  spielt	  CSN5/JAB1	  eine	  wichtige	  Rolle	  bei	  der	  checkpoint-­‐Kontrolle.	  So	  vermittelt	  es	  den	  Abbau	  des	  Rad1-­‐Rad9-­‐Hus-­‐Komplexes,	  der	  DNA-­‐Schäden	  erkennt	  und	  wichtig	  für	  die	  DNA-­‐Reparatur	  ist	  (Huang	  et	  al.,	  2007).	  	  Das	   CSN	   und	   CSN5/JAB1	   spielen	   bei	   der	   Zellzyklusregulation	   eine	   Rolle.	   Die	   erste	  Verbindung	  von	  CSN	  zur	  Zellzyklusmaschinerie	  ist	  die	  bereits	  erwähnte	  Regulation	  des	  CDK-­‐Inhibitors	   p27	   durch	   CSN5/JAB1,	   die	   eine	   Rolle	   des	   CSN	   beim	   G1-­‐Fortschritt	  nahelegt.	   Der	   zweite	   Mechanismus	   der	   p27-­‐Regulation	   beruht	   auf	   der	   Deneddylase-­‐aktivität	  des	  CSN,	  wobei	  das	  CSN	  upstream	  der	  Ubiquitinligase	  SCF	  Skp2	  wirkt,	  die	  G1/S-­‐Zellzyklusregulatoren,	   unter	   anderem	   p27,	   kontrolliert.	   Bondar	   et	   al.	   und	   Denti	   et	   al.	  konnten	  2006	  den	  regulatorischen	  Mechanismus	  des	  G1-­‐Fortschritts	  aufklären.	  So	  bildet	  Skp2	  mit	  Cul4a	  und	  DDB1	  einen	  Komplex,	  um	  p27	  zu	  regulieren,	  und	  das	  CSN	  reguliert	  dabei	  direkt	  die	  Skp2-­‐Level	  (Bondar	  et	  al.,	  2006;	  Denti	  et	  al.,	  2006).	  	  	  Bei	  knockout-­‐	  und	  knockdown-­‐Experimenten	  zeigte	  sich,	  dass	  eine	  Reduktion	  des	  CSN	  zu	  multiplen	  Defekten	  im	  Zellzyklus	  führt.	  Panattoni	  et	  al.	  gelang	  der	  konditionale	  knockout	  von	   Csn5	   in	   T-­‐Zellen.	   Dabei	   wurde	   klar,	   dass	   der	   Csn5/Jab1-­‐knockout	   in	   T-­‐Zellen	   den	  Fortschritt	   durch	   die	   S-­‐Phase	   inhibierte,	  während	   keinerlei	   signifikante	   Effekte	   in	   der	  G1-­‐Phase	   festzustellen	   waren.	   Die	   konditionalen	   Csn5-­knockout-­‐Mäuse	   zeigten	   eine	  reduzierte	   Proliferation,	   ein	   geringeres	   Überleben	   und	   eine	   verminderte	   liganden-­‐induzierte	  Antwort	  ihrer	  T-­‐Zellen.	  Die	  T-­‐Zellen	  zeigten	  massive	  Apoptose	  am	  Übergang	  von	   der	   doppelnegativen	   zur	   doppelpositiven	   Phase	   (Panattoni	   et	   al.,	   2008).	   T-­‐Zellen	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ohne	  Csn8	  konnten	  dagegen	  aus	  dem	  Ruhezustand	  G0	  nicht	  ohne	  weiteres	  wieder	  in	  den	  Zellzyklus	  eintreten	  (Menon	  et	  al.,	  2007).	  Das	  CSN	  reguliert	  hier	  direkt	  die	  Transkription	  der	  Gene	  für	  die	  G1-­‐Zykline	  E,	  D2	  und	  D3	  und	  die	  CDKs	  2	  und	  4.	  	  
1.11 Macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	  (MIF)	  Kleemann	  et	  al.	  konnten	  im	  Jahre	  2000	  die	  Interaktion	  von	  CSN5/JAB1	  und	  dem	  Zytokin	  MIF	   zeigen	   (Kleemann	   et	   al.,	   2000).	   Es	   wurde	   gezeigt,	   dass	   MIF	   und	   CSN5/JAB1	   im	  Zytosol	  kolokalisieren.	  MIF	   inhibiert	  die	  CSN5-­‐	  und	  Stimulus-­‐abhängige	  AP-­‐1-­‐Aktivität,	  interferiert	   aber	   nicht	  mit	   der	   Induktion	   des	   Transkriptionsfaktors	   NFκB.	   CSN5/JAB1	  aktiviert	   JNK	   (c-­Jun	   amino-­terminal	   kinase)	   und	   erhöht	   die	   endogenen	   phospho-­‐c-­‐Jun-­‐Level.	  MIF	   inhibiert	  diese	  Effekte	  und	  wirkt	  der	   JAB1-­‐abhängigen	  Zellzyklusregulation	  entgegen,	  indem	  es	  p27	  stabilisiert.	  	  MIF	  oder	  macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	  ist	  ein	  12,5	  kDa	  großes	  Protein,	  das	  im	  Menschen	  als	  pleiotropes	  Zytokin	  und	  Chemokin	  wirkt.	  Es	  spielt	  bei	  einer	  Vielzahl	  von	  Immun-­‐	  und	  Entzündungskrankheiten	  wie	  septischem	  Schock	  (Bernhagen	  et	  al.,	  1993;	  Calandra	  et	  al.,	  2000),	  rheumatoider	  Arthritis	  (Morand	  et	  al.,	  2003)	  und	  Atherosklerose	  (Bernhagen	  et	  al.,	  2007;	  Burger-­‐Kentischer	  et	  al.,	  2002)	  eine	  entscheidende	  Rolle.	  	  MIF	   wurde	   bereits	   1966	   als	   Inhibitor	   der	   zufälligen	   Makrophagenmigration	   und	   als	  lösliche	  Substanz	  aus	  T-­‐Lymphozyten	  entdeckt	  (Bloom	  and	  Bennett,	  1966;	  David,	  1966)	  und	  war	  damit	  eines	  der	  ersten	  identifizierten	  Zytokine.	  Anfang	  der	  1990er-­‐Jahre	  wurde	  es	   dann	   durch	   Bernhagen	   et	   al.	   als	   von	   der	   Hypophyse	   ausgeschüttetetem	   Vermittler	  zwischen	  endokrinem	  System	  und	  dem	  Immunsystem	  wiederentdeckt	  (Bernhagen	  et	  al.,	  1993).	  	  MIF	  wird	   von	   einer	   Vielzahl	   von	   Immun-­‐	   und	  Nichtimmunzellen	   exprimiert.	   Zunächst	  wurde	   angenommen,	   dass	   MIF	   hauptsächlich	   von	   T-­‐Zellen	   exprimiert	   wird.	   Später	  konnte	   aber	   auch	   eine	   MIF-­‐Expression	   in	   Monozyten,	   Makrophagen,	   dendritischen	  Blutzellen,	   B-­‐Zellen,	   Neutrophilen,	   Eosinophilen,	   Mastzellen	   und	   Basophilen	   gezeigt	  werden	   (Baugh	   and	   Bucala,	   2002;	   Lue	   et	   al.,	   2002).	   Zudem	   wird	   MIF	   auch	   in	  Epithelzellen	  der	  Hornhaut,	  der	  Retina,	  der	  Lungen,	  des	  Gefäßsystems,	  der	  Hoden,	  der	  Prostata,	   der	   Eierstöcke,	   des	   Magens,	   des	   Dünn-­‐	   und	   Dickdarms	   und	   der	   Nieren	  exprimiert.	   Ebenso	   exprimieren	   Adipozyten	   im	   Fettgewebe,	   Keratinozyten	   und	   Fibro-­‐blasten	   der	   Haut,	   Osteoblasten,	   Hepatozyten	   und	   Kuppferzellen	   MIF,	   um	   nur	   einige	  Beispiele	  zu	  nennen	  (Calandra	  and	  Roger,	  2003).	  Im	  Gegensatz	  zu	  den	  meisten	  anderen	  Zytokinen	  wird	  MIF	  konstitutiv	  exprimiert	  und	  intrazellulär	  gespeichert,	  sodass	  vor	  der	  Sekretion	   von	   MIF	   keine	   Proteinneusynthese	   erforderlich	   ist.	   MIF	   fehlt	   eine	   amino-­‐terminale	   leader-­‐Sequenz,	   sodass	   es	   über	   einen	   nicht-­‐konventionellen	   Protein-­‐sekretionsweg	  von	  einigen	  Zellen,	  z.B.	  Monozyten,	  abgegeben	  wird	  (Benigni	  et	  al.,	  2000;	  Bernhagen	   et	   al.,	   1998;	   Bernhagen	   et	   al.,	   1993).	   Das	   Golgi-­‐assoziierte	   Protein	   p115	  konnte	   vor	   kurzem	   als	   Mediator	   der	   MIF-­‐Sekretion	   identifiziert	   werden	   (Merk	   et	   al.,	  2009).	  	  	  In	  Kristallstrukturanalysen	  wurde	  MIF	  als	  Trimer	  identifiziert	  (Sun	  et	  al.,	  1996;	  Suzuki	  et	  al.,	  1996).	  In	  Lösung	  wurde	  MIF	  dagegen	  als	  Mono-­‐	  oder	  Dimer	  gefunden.	  Bis	  heute	  ist	  nicht	  klar,	  welche	  Form	  die	  physiologisch	  relevante	  ist,	  oder	  ob	  MIF	  in	  vivo	  in	  allen	  drei	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Varianten	  auftritt	  (Mischke	  et	  al.,	  1998;	  Muhlhahn	  et	  al.,	  1996).	  Das	  MIF-­‐Protein	  besteht	  aus	   114	   Aminosäuren.	   Es	   hat	   zwei	   unterschiedliche	   enzymatische	   Aktivitäten,	   eine	  Tautomerase-­‐	  und	  eine	  Oxidoreduktaseaktivität	  (Kleemann	  et	  al.,	  1998;	  Rosengren	  et	  al.,	  1996).	  Welche	  Rolle	  diese	  katalytischen	  Aktivitäten	  bei	  den	  Funktionen	  von	  MIF	  in	  der	  Immunantwort	  spielen	  ist	  aber	  noch	  weitgehend	  ungeklärt.	  	  Sezerniertes	   extrazelluläres	   MIF	   entfaltet	   seine	   Wirkung	   als	   Zytokin	   bzw.	   Chemokin,	  indem	  es	  an	  Membranrezeptoren	  an	  der	  Zelloberfläche	  bindet.	  Leng	  et	  al.	  konnten	  CD74	  als	   Rezeptor	   für	   MIF	   identifizieren.	   CD74	   bindet	   MIF	   an	   der	   Zelloberfläche	   und	   ver-­‐mittelt	   die	   Aktivierung	   von	   ERK-­‐MAP-­‐Kinasen.	   Zusammen	   mit	   MIF,	   CD44	   und	   Src-­‐Tyrosinkinasen	   bildet	   es	   einen	   signaling	   complex	   (Leng	   et	   al.,	   2003;	   Shi	   et	   al.,	   2006).	  2007	   konnten	   Bernhagen	   et	   al.	   CXCR2	   und	   CXCR4	   als	   zwei	   weitere	   MIF-­‐Rezeptoren	  identifizieren.	  Die	  CXC-­‐Chemokinrezeptoren	  CXCR2	  und	  CXCR4	   spielen	  bei	  Arrest	   und	  Chemotaxis	   von	  Monozyten	   und	   T-­‐Zellen,	   und	   somit	   auch	   in	   der	   Atherosklerose,	   eine	  essentielle	  Rolle	  (Bernhagen	  et	  al.,	  2007).	  Sowohl	  CXCR2	  und	  CD74	  als	  auch	  CXCR4	  und	  CD74	  bilden	  funktionelle	  Rezeptorkomplexe	  (Bernhagen	  et	  al.,	  2007;	  Leng	  et	  al.,	  2003;	  Schwartz	  et	  al.,	  2009).	  	  
	  
Abbildung	  1.9:	  Struktur	  des	  Macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	  (MIF).	  Gezeigt	  ist	  MIF	  als	  Trimer.	  MIF	   besteht	   aus	   114	   Aminosäuren	   und	   hat	   ein	   Molekulargewicht	   von	   12,5	   kDa.	   In	   Kristallstruktur-­‐analysen	   wurde	   MIF	   als	   Trimer	   identifiziert,	   in	   Lösung	   wurde	   MIF	   hingegen	   als	   Mono-­‐	   oder	   Dimer	  gefunden	  (Calandra	  and	  Roger,	  2003).	  	  
1.12 Die	  Rolle	  von	  MIF	  bei	  inflammatorischen	  Erkrankungen	  Das	   pro-­‐inflammatorische	   Zytokin	   MIF	   spielt	   bei	   der	   angeborenen	   und	   erworbenen	  Immunantwort	  eine	  entscheidende	  Rolle.	  MIF	  aktiviert	  Makrophagen	  und	  T-­‐Zellen	  und	  wirkt	  der	  endogenen	  Glukokortikoidaktivität	  entgegen.	  Es	  ist	  an	  einer	  Reihe	  von	  akuten	  und	  chronischen	  Entzündungsprozessen	  beteiligt	  (Calandra	  and	  Roger,	  2003;	  Lue	  et	  al.,	  2002).	   Nun	   soll	   an	   einigen	   Beispielen	   die	   Bedeutung	   von	   MIF	   bei	   inflammatorischen	  Prozessen	  näher	  erläutert	  werden.	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1.12.1 MIF	  und	  seine	  Rolle	  bei	  der	  akuten	  Entzündung	  	  Akute	  Entzündungen	  beginnen	  in	  der	  Regel	  abrupt,	  verlaufen	  kurz	  und	  symptomatisch	  und	  heilen	  meist	  ohne	  Defekte	  des	  Gewebes.	  Akute	  Entzündungen	  können	  zum	  Beispiel	  durch	   gramnegative	   Bakterien	   ausgelöst	   werden.	   Dabei	   gelangen	   Lipopolysaccharide	  (LPS)	   durch	   gramnegative	   Bakterien	   in	   den	   Organismus	   und	   können	   zu	   heftigen	  Immunantworten	   führen.	   Werden	   Makrophagen	   mit	   LPS	   stimuliert,	   schütten	   sie	   MIF	  aus.	   Die	   Ausschüttung	   von	   TNF	   und	   IFNγ	   führt	   ebenfalls	   zu	   einer	   MIF-­‐Produktion	   in	  Makrophagen	   (Calandra	   et	   al.,	   1994).	   Gelangt	   MIF	   in	   den	   Kreislauf,	   agiert	   es	   als	  klassisches	  pro-­‐inflammatorisches	  Zytokin,	  das	  die	  Aktivierung	  von	  Makrophagen	  und	  T-­‐Zellen	   fördert.	   Bei	   Untersuchungen	   zum	   septischen	   Schock	   verschlimmerte	  rekombinantes	   Mif	   die	   letale	   Endotoxämie,	   wenn	   es	   zusammen	   mit	   LPS	   oder	   E.	   coli	  intraperitoneal	   in	  Mäuse	   injiziert	  wurde.	  Wurde	   rekombinantes	  Mif	   alleine	   appliziert,	  hatte	   es	  keinen	  Effekt.	   In	  Mäusen	  mit	   einer	   Sepsis	  wurden	  hohe	  Mif-­‐Level	   im	  Gewebe	  und	   im	   Blutkreislauf	   gefunden.	   Neutralisierende	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   reduzierten	   die	  TNF-­‐Produktion	  und	  schützten	  die	  Mäuse	  vor	  einem	  letalen	  endotoxischen	  Schock	  oder	  einer	   Sepsis	   nach	   einer	  E.	   coli-­‐Injektion	   oder	   nach	   caecal	   ligation	   and	   puncture	   (CLP).	  Selbst	   eine	   Antikörpertherapie,	   die	   bis	   zu	   8	   Stunden	   nach	   Beginn	   der	   Peritonitis	  begonnen	   wurde,	   konnte	   die	   Mäuse	   retten	   (Bernhagen	   et	   al.,	   1993;	   Calandra	   et	   al.,	  2000).	  Mif-­‐knockout-­‐Mäuse	   sind	   gegenüber	   endotoxischem	   Schock	   resistent	   (Bozza	   et	  al.,	  1999).	  	  Knapp	   die	   Hälfte	   aller	   septischen	   Schocks	   geht	   auf	   grampositive	   Bakterien	   und	   ihre	  Exotoxine	   zurück	   (Martin	   et	   al.,	   2003).	   Exotoxine	   können	   einen	   Schock	   induzieren,	  indem	   sie	   Makrophagen	   und	   T-­‐Zellen	   stimulieren,	   die	   dann	   pro-­‐inflammatorische	  Mediatoren	  ausschütten	  (Bochud	  and	  Calandra,	  2003;	  Ikejima	  et	  al.,	  1984;	  Marrack	  and	  Kappler,	   1990).	   Schon	   geringe	  Mengen	   an	   toxic-­shock	   syndrome	   toxin	   1	   (TSST1)	   oder	  
exotoxin	  A	  aus	  Streptokokken	  regt	  Makrophagen	  zur	  MIF-­‐Produktion	  und	  MIF-­‐Sekretion	  an.	   MIF	   trägt	   dann	   zu	   letalen	   pro-­‐inflammatorischen	   Antworten	   des	   Organismus	   bei.	  Neutralisierende	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   bewahren	   die	   Mäuse	   vor	   dem	   Tod	   durch	   die	  Exotoxine	   (Calandra	   et	   al.,	   1998).	   Mif-­‐knockout-­‐Mäuse	   zeigen	   zudem	   eine	   erhöhte	  Resistenz	  gegen	  septischen	  Schock	  durch	  Enterotoxin	  B	  (Bozza	  et	  al.,	  1999).	  Zusammen	  mit	  den	  Beobachtungen	  bei	  gramnegativer	  Sepsis	   lässt	  sich	  also	  auf	  eine	  sehr	  wichtige	  Rolle	  von	  MIF	  bei	  bakteriellen	  Infektionen	  schließen.	  Daneben	  scheint	  MIF	  auch	  bei	  der	  Abwehr	  von	  Parasiten,	  zum	  Beispiel	  Leishmanien	  oder	  Malaria,	  und	  Viren	  eine	  wichtige	  Rolle	  zu	  spielen	  (Juttner	  et	  al.,	  1998;	  Martiney	  et	  al.,	  2000;	  Rodriguez-­‐Sosa	  et	  al.,	  2003;	  Satoskar	  et	  al.,	  2001).	  	  
1.12.2 Die	  Rolle	  von	  MIF	  bei	  chronischen	  Entzündungen	  Neben	   seiner	  Rolle	   in	  den	  beschriebenen	  akuten	  Entzündungsprozessen	  hat	  MIF	  auch	  wesentlichen	   Einfluss	   bei	   chronischen	   Entzündungskrankheiten.	   Chronische	   Entzün-­‐dungen	   beginnen	   typischerweise	   schleichend,	   verlaufen	   über	   lange	   Zeit	   und	   hinter-­‐lassen	  oft	  Gewebsdefekte	  (Narben).	  	  In	   Gelenkflüssigkeiten	   von	   Patienten	   mit	   rheumatoider	   Arthritis	   wurden	   deutlich	  erhöhte	  MIF-­‐Proteinlevel	   gefunden	   (Onodera	  et	   al.,	   1999).	  Dass	  MIF	  bei	   rheumatoider	  Arthritis	   eine	  wichtige	   Rolle	   spielt	   wird	   auch	   in	  mehreren	   Tiermodellen	   bestätigt.	   So	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können	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   die	   Immunantwort	   in	   einem	   Typ	   II	   Kollagen-­‐induzierten	  Arthritismodell	   in	   der	   Maus	   deutlich	   unterdrücken.	   Auch	   bei	   adjuvanter	   Arthritis	   in	  Ratten	   und	   bei	   antigeninduzierter	   Arthritis	   in	   Mäusen	   konnte	   der	   Einfluss	   von	   Mif	  gezeigt	  werden	  (Leech	  et	  al.,	  1999;	  Leech	  et	  al.,	  1998;	  Mikulowska	  et	  al.,	  1997;	  Santos	  et	  al.,	   2001).	   Bei	   Patienten	  mit	   rheumatoider	   Arthritis	   ist	   typischerweise	   ein	   Abbau	   des	  Bindegewebes	  durch	  Matrixmetalloproteasen	  (MMPs)	  zu	  beobachten.	  MMP-­‐1	  und	  MMP-­‐3	  scheinen	  zu	  großen	  Teilen	  für	  den	  Abbau	  der	  extrazellulären	  Matrix	  verantwortlich	  zu	  sein.	   MIF	   scheint	   zur	   Hochregulation	   von	   MMP-­‐1-­‐	   und	   MMP-­‐3-­‐mRNA-­‐Leveln	   in	  synovialen	   Fibroblasten	   beizutragen	   (Onodera	   et	   al.,	   2000).	   Als	   anti-­‐inflammatorische	  Therapie	   werden	   den	   Patienten	   oft	   Glukokortikoide	   verschrieben.	   In	   einer	   antigen-­‐induzierten	   Arthritisstudie	   in	   Mäusen	   konnte	   das	   Glukokortikoid	   Dexamethason	   die	  Arthritis	   inhibieren,	  aber	  eine	  gleichzeitige	  Behandlung	  der	  Mäuse	  mit	  Mif	  konnte	  den	  Effekt	  des	  Glukokortikoids	  wieder	  aufheben	  (Santos	  et	  al.,	  2001).	  Glukokortikoide	  unter-­‐drücken	   die	   Transkription	   des	   MMP-­‐1-­‐Gens	   durch	   Interaktion	   des	   Glukokortikoid-­‐rezeptors	   mit	   dem	   AP-­‐1-­‐Komplex	   (Vincenti	   et	   al.,	   1996).	   Interessanterweise	   konnten	  Chauchereau	  et	  al.	  eine	  Bindung	  von	  CSN5/JAB1	  an	  den	  Glukokortikoidrezeptor	  zeigen	  (Chauchereau	   et	   al.,	   2000).	   Zusammen	   lassen	   die	   Studien	   auf	   MIF	   als	   potenten	  Gegenspieler	   der	   Glukokortikoide	   in	   der	   Entzündung	   schließen	   und	   deuten	   auf	   einen	  möglichen	   Mechanismus	   dieses	   Effekts	   hin,	   der	   über	   CSN5/JAB1	   vermittelt	   werden	  könnte.	  	  Auch	  bei	  Lungenentzündungen	  scheint	  MIF	  eine	  wichtige	  Rolle	  zu	  spielen.	  Donnelly	  et	  al.	   konnten	   in	   den	   Alveolen	   von	   Patienten	   mit	   einem	   „Atemnotsyndrom	   des	  Erwachsenen“	  (auch	  ARDS	  oder	  acute	  respiratory	  distress	  syndrome	  genannt)	  deutliche	  Mengen	   MIF	   nachweisen.	   In	   diesen	   Patienten	   steigerte	   MIF	   die	   Sekretion	   der	   pro-­‐inflammatorischen	  Zytokine	  TNF	  und	  IL-­‐8,	  während	  anti-­‐MIF-­‐Antikörper	  die	  Sekretion	  deutlich	   reduzieren	   konnten	   (Donnelly	   et	   al.,	   1997).	   Eosinophile	   sezernierten	   nach	  Stimulation	  MIF	   und	   stellen	   damit	   eine	  wichtige	   Quelle	   für	   das	   Zytokin	   dar.	   Auch	   bei	  Asthmapatienten	  konnten	  erhöhte	  MIF-­‐Level	  in	  der	  Lunge	  nachgewiesen	  werden	  (Rossi	  et	  al.,	  1998).	  	  	  Atherosklerose	   ist	   eine	   chronische	   entzündliche	   Antwort	   auf	   Verletzungen	   der	  Arterienwand	   und	   auch	   hier	   scheint	   MIF	   ein	   Schlüsselmolekül	   zu	   sein.	   Während	   der	  Entstehung	  von	  atherosklerotischen	  Plaques	  ist	  die	  MIF-­‐Expression	  in	  Endothelialzellen,	  in	   glatten	   Muskelzellen	   und	   in	   Makrophagen	   beim	   Menschen,	   in	   Kaninchen	   und	   in	  Mäusen	  hoch	   reguliert	   (Burger-­‐Kentischer	   et	   al.,	   2002;	   Lin	   et	   al.,	   2000;	   Schober	   et	   al.,	  2004).	   Diese	   Hochregulation	   wird	   durch	   pro-­‐atherogene	   Stimuli	   wie	   oxLDL	   (oxidized	  
low-­density-­lipoprotein)	   induziert	   und	   ist	  mit	   Plaqueinstabilität	   assoziiert	   (Kong	   et	   al.,	  2005;	   Schober	   et	   al.,	   2004).	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	   entwickeln	   in	   einem	  Ldlr	  –/–-­‐Modell	  weniger	  Atherosklerose,	   das	   heißt	   sie	   haben	   eine	   geringere	   Intimaverdickung,	   weniger	  Lipidablagerungen	  und	  es	  werden	  weniger	  Proteasen	  exprimiert	  (Pan	  et	  al.,	  2004).	  Wird	  Mif	  in	  atherosklerotischen	  ApoE	  –/–-­‐Mäusen	  blockiert,	  gelangen	  weniger	  Makrophagen	  in	  die	   Intima	   (Schober	   et	   al.,	   2004).	   MIF	   hat	   also	   auch	   chemotaktische	   Effekte	   auf	  Leukozyten.	   Bernhagen	   et	   al.	   konnten	   2007	   die	   essentielle	   Rolle	   von	   MIF	   in	   der	  Atherosklerose	   weiter	   unterstreichen.	   Sie	   identifizierten	   dabei	   CXCR2	   und	   CXCR4	   als	  MIF-­‐Rezeptoren	  an	  der	  Zelloberfläche.	  MIF	  hat	  wesentlichen	  Einfluss	  auf	  den	  Arrest	  und	  die	  Chemotaxis	  von	  Monozyten	  und	  T-­‐Zellen,	  es	  triggert	  die	  schnelle	  Integrinaktivierung	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und	   den	   Calciuminflux	   über	   CXCR2	   und	   CXCR4.	   Die	   Gabe	   von	   anti-­‐Mif-­‐Antikörpern	  bewirkte	   in	   Mäusen	   die	   Regression	   und	   Stabilisierung	   von	   bereits	   fortgeschrittenen	  atherosklerotischen	  Plaques	  (Bernhagen	  et	  al.,	  2007).	  	  
1.12.3 MIF	  bei	  entzündlichen	  Darmerkrankungen	  MIF	   ist	   also	   an	   einer	   Vielzahl	   von	   akuten	   und	   chronischen	   Entzündungsprozessen	  beteiligt	   und	   so	   wundert	   es	   nicht,	   dass	   MIF	   wohl	   auch	   bei	   entzündlichen	  Darmerkrankungen	  involviert	  ist.	  Wie	  von	  einem	  kritischen	  Regulator	  der	  angeborenen	  Immunantwort	   zu	   erwarten,	   wird	   MIF	   im	   humanen	   Gastrointestinaltrakt	   konstitutiv	  exprimiert.	  Die	  MIF-­‐Expression	  erfolgt	  in	  erster	  Linie	  durch	  epitheliale	  Zellen,	  aber	  auch	  durch	  Zellen	  der	  Lamina	  propria	   (Maaser	  et	  al.,	  2002).	  De	  Jong	  et	  al.	  untersuchten	  den	  Einfluss	  von	  Mif	  in	  einem	  Kolitismodell	  in	  Mäusen.	  Sie	  konnten	  zeigen,	  dass	  sowohl	  ein	  
Mif-­‐knockout	   als	   auch	   Mif-­‐neutralisierende	   Antikörper	   eine	   experimentelle	   Kolitis	  verhindern	  können	  (de	  Jong	  et	  al.,	  2001).	  Auch	  Ohkawara	  et	  al.	  untersuchten	  die	  Effekte	  von	   Mif	   in	   der	   DSS	   (dextran	   sulfate	   sodium)-­‐induzierten	   Kolitis.	   Nach	   DSS-­‐Induktion	  stieg	   die	   Mif-­‐mRNA-­‐Expression	   im	   Kolon	   deutlich	   an.	   Wurde	   den	   Mäusen	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	  verabreicht,	  verbesserten	  sich	  die	  Krankheitssymptome	  deutlich	  und	  es	  gab	  weniger	   histopathologische	   Veränderungen.	   Nach	   DSS-­‐Gabe	   stiegen	   die	   TNFα-­‐	   und	  IFNγ-­‐Level	   im	   Kolon	   an.	   Wurden	   die	   Tiere	   mit	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   behandelt,	   wurde	  dieser	   Effekt	   jedoch	   unterdrückt.	   Die	   IL-­‐4-­‐Level	   sanken	   dagegen	   nach	   DSS-­‐Gabe,	   sie	  konnten	   aber	   durch	   Gabe	   von	   anti-­‐Mif-­‐Antikörpern	   wieder	   auf	   ein	   normales	   Niveau	  gebracht	   werden.	   Die	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   konnten	   in	   dem	   Mausmodell	   auch	   eine	  Hochregulation	   von	  MMP-­‐13	   durch	   DSS	   verhindern	   (Ohkawara	   et	   al.,	   2002).	   Die	  Mif-­‐Level	   scheinen	   in	   der	   Kolitis	   also	   hochreguliert	   zu	   sein	   und	   Antikörper	   gegen	   Mif	  können	   die	   Kolitissymptome	   und	   molekularen	   Auswirkungen	   des	   DSS	   deutlich	  reduzieren.	   Interessanterweise	   sind	   die	   MIF-­‐Level	   in	   Patienten	   mit	   chronischen	  Darmentzündungen	  wie	  Morbus	  Crohn	   und	  Colitis	   ulcerosa	   deutlich	  erhöht	   (de	   Jong	  et	  al.,	  2001;	  Murakami	  et	  al.,	  2001).	  Zusammenfassend	   lässt	   sich	  sagen,	  dass	  MIF	  sowohl	  bei	  akuten	  als	  auch	  chronischen	  Entzündungen	  des	  Darms	  eine	  wichtige	  Rolle	  zu	  spielen	  scheint.	  	  
1.13 MIF	  und	  seine	  Rolle	  bei	  Krebserkrankungen	  Wie	   bereits	   beschrieben	   spielt	   MIF	   als	   Zytokin	   bei	   verschiedenen	   inflammatorischen	  Prozessen	   und	   Krankheiten	   eine	   entscheidende	   Rolle.	   MIF	   hat	   aufgrund	   seiner	  Funktionen	   aber	   auch	   das	   Potential	   Bedingungen	   im	  Organismus	   zu	   schaffen,	   die	   das	  Tumorwachstum	  und	  die	  Invasivität	  von	  Tumoren	  fördern.	  So	  reguliert	  MIF	  bestimmte	  Tumorsuppressoren	  herunter.	   COX-­‐2	  und	  PGE2	  werden	  durch	  MIF	  hochreguliert.	  MIF	  fördert	   die	   Angiogenese	   und	   verstärkt	   das	   Tumorwachstum,	   die	   Zellproliferation	   und	  die	  Tumorinvasivität.	  MIF	  könnte	  also	  –	  zusammen	  mit	  CSN5	  –	  eine	  entscheidende	  Rolle	  bei	   der	   Tumorgenese	   spielen	   und	   die	   schon	   lange	   gesuchte	   Verbindung	   von	   Entzün-­‐dungen	  zu	  Krebs	  darstellen.	  	  Tatsächlich	   scheint	   MIF	   in	   verschiedenen	   Tumorentitäten	   überexprimiert	   zu	   sein.	   So	  wurde	   eine	   MIF-­‐Überexpression	   zum	   Beispiel	   in	   Tumorgewebe	   bei	   Kolorektalkrebs	  (Wilson	   et	   al.,	   2005),	   bei	   invasivem	   Zervixkrebs	   (Krockenberger	   et	   al.,	   2010),	   in	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metastasierenden	  Prostataadenokarzinomen	  (del	  Vecchio	  et	  al.,	  2000;	  Meyer-­‐Siegler	  et	  al.,	   1998),	   in	   hepatozellulären	   Karzinomen	   (Hira	   et	   al.,	   2005),	   bei	   Lungenkrebs	  (Kamimura	  et	  al.,	  2000)	  und	  bei	  Brustkrebs	  (Bando	  et	  al.,	  2002;	  Xu	  et	  al.,	  2008)	  gezeigt.	  	  Eine	  Reihe	  von	  Studien	  zeigt	  auf,	  dass	  MIF	  für	  wesentliche	  Charakteristika	  in	  Tumoren	  und	   deren	   Entwicklung	   mit	   verantwortlich	   sein	   könnte.	   So	   scheint	   MIF	   bei	   der	  Regulation	   der	   Zellproliferation,	   der	   Tumorangiogenese	   und	   der	   Zellzyklusregulation	  eine	  wichtige	  Rolle	  zu	  spielen.	  Takahashi	  et	  al.	  konnten	  in	  murinen	  Kolonkarzinomzellen	  einen	   Zusammenhang	   zwischen	   erhöhter	   zytoplasmatischer	   Mif-­‐Expression	   und	  verstärkter	  Proliferation	  der	  Zellen	  feststellen.	  Nach	  Überexpression	  von	  antisense-­‐Mif-­‐Konstrukten	   beobachteten	   sie	   eine	   Inhibition	   der	   Zellproliferation	   (Takahashi	   et	   al.,	  1998).	  Eine	  Studie	  von	  Chesney	  et	  al.	  zeigte,	  dass	  neutralisierender	  anti-­‐Mif-­‐Antikörper	  das	  initiale	  Auswachsen	  von	  B-­‐Zell-­‐Lymphomzellen	  in	  Mäusen	  deutlich	  reduzierte.	  Da	  in	  dieser	   Studie	   die	   Antikörper	   keinerlei	   Effekt	   auf	   bereits	   etablierte	   Tumoren	   hatten,	  schlossen	  die	  Autoren	  auf	  einen	   frühen	  Effekt	  von	  Mif	   in	  der	  Tumorgenese.	  Daraufhin	  untersuchten	   sie	   den	   Effekt	   von	   Mif	   auf	   Zellwachstum	   und	   Angiogenese.	   Die	  neutralisierenden	   Antikörper	   inhibierten	   hier	   das	  Wachstum	   von	   Endothelzellen	   und	  reduzierten	  die	  Zahl	  der	  Kapillaren	  im	  Tumor.	  Die	  Antikörper	  beeinflussten	  aber	  nicht	  die	  Proliferation	  von	  Lymphomzellen	  (Chesney	  et	  al.,	  1999).	  In	  der	  Tat	  scheint	  MIF	  bei	  der	   Angiogenese	   von	   Bedeutung	   zu	   sein.	   So	   konnte	   anti-­‐MIF-­‐Antikörper	   die	  Tumorangiogenese	  in	  einem	  humanen	  Melanommodell	  und	  in	  murinen	  Kolonkarzinom-­‐zellen	   inhibieren	  (Ogawa	  et	  al.,	  2000;	  Shimizu	  et	  al.,	  1999;	  Takahashi	  et	  al.,	  1998).	  Ein	  direkter	   tumorigener	   oder	   angiogener	   Effekt	   von	   überexprimiertem	   oder	  rekombinantem	   MIF	   konnte	   bislang	   allerdings	   nicht	   beobachtet	   werden.	   So	   zeigte	  rekombinantes	  MIF	  nicht	  den	  erwarteten	  pro-­‐proliferativen	  Effekt	  (Ogawa	  et	  al.,	  2000).	  Das	  könnte	  auf	  einen	   indirekten	  Effekt	  der	  anti-­‐MIF-­‐Antikörperbehandlung	  hinweisen.	  Yang	   et	   al.	   konnten	   MIF	   als	   angiogenen	   Faktor	   identifizieren,	   der	   von	   humanen	  Endometriumzellen	  ausgeschüttet	  wird	  und	  der	  das	  Wachstum	  von	  Endothelzellen	  der	  Herzkranzgefäße	  fördert.	  Rekombinantes	  MIF	  konnte	  dabei	  den	  Effekt	  von	  Wachstums-­‐faktoren	   verstärken,	   während	   anti-­‐MIF-­‐Antikörper	   den	   stimulierenden	   Effekt	   der	  Wachstumsfaktoren	  reduzierte.	  Das	  deutet	  an,	  dass	  MIF	  einen	  indirekten	  Effekt	  auf	  die	  Zellproliferation	  hat,	  die	  durch	  Wachstumsfaktoren	   induziert	  wird,	   es	   aber	  wohl	  nicht	  direkt	  auf	  die	  Zellproliferation	  wirkt	  (Yang	  et	  al.,	  2000).	  Del	  Vecchio	  et	  al.	  untersuchten	  die	   MIF-­‐Level	   in	   verschiedenen	   Stadien	   von	   Prostataadenokarzinomen	   und	   beo-­‐bachteten	   eine	   stärkere	   MIF-­‐Expression	   in	   low	   grade-­‐Adenokarzinomen	   als	   in	   high	  
grade-­‐Adenokarzinomen	   (del	   Vecchio	   et	   al.,	   2000).	   Das	   weist	   darauf	   hin,	   dass	   die	  Prostataadenokarzinomzellen	   mit	   zunehmender	   histologischer	   Dedifferenzierung	  weniger	  MIF	  exprimieren,	  während	  aber	  generell	  in	  Tumoren	  mehr	  MIF	  exprimiert	  wird	  als	  in	  Normalgewebe.	  Die	  Daten	  scheinen	  den	  von	  Chesney	  et	  al.	  vorgeschlagenen	  frühen	  Effekt	   von	   MIF	   in	   der	   Tumorgenese	   zu	   bestätigen.	   MIF	   verhindert	   zudem	   die	   p53-­‐abhängige	   Apoptose	   von	   Makrophagen	   und	   fördert	   die	   RAS-­‐vermittelte	   Fibroblasten-­‐transformation	   (Fingerle-­‐Rowson	   et	   al.,	   2003;	   Hudson	   et	   al.,	   1999;	   Petrenko	   et	   al.,	  2003).	  	  Die	  Rolle	   von	  MIF	   bei	   der	  Karzinogenese	  wurde	   in	   verschiedenen	   in	   vitro	   und	   in	   vivo	  Modellen	  gezeigt.	  Die	  bisherigen	  Studien	   lassen	  auf	  eine	  zentrale	  Rolle	  von	  MIF	   in	  der	  initialen	   Phase	   der	   Tumorgenese	   schließen,	   in	   der	   es	   die	   Angiogenese	   zu	   fördern	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scheint.	   Ob	   und	   wie	   MIF	   in	   späteren	   Tumorstadien	   eine	   Rolle	   spielt	   ist	   bislang	   aber	  unklar.	   Interessanterweise	   beobachteten	   Kleemann	   und	   Kollegen	   einen	   CSN5/JAB1-­‐abhängigen	   MIF-­‐Effekt,	   der	   das	   Wachstum	   inhibiert	   (Kleemann	   et	   al.,	   2000).	   Die	  Interaktion	  von	  CSN5/JAB1	  und	  MIF	  könnte	  bei	  der	  Tumorgenese	  also	  essentiell	  sein.	  	  
1.14 Mögliche	  Rolle	  von	  MIF	  und	  CSN5	  beim	  Kolorektalkarzinom	  Legendre	   et	   al.	   untersuchten	   2003	   die	   MIF-­‐Proteinlevel	   in	   der	   Schleimhaut	   von	  sporadischen	   Kolorektalkarzinomen	   im	   Vergleich	   zu	   normaler	   Mukosa	   und	   fanden	  erhöhte	   MIF-­‐Level	   im	   humanen	   neoplastischen	   Gewebe	   (Legendre	   et	   al.,	   2003).	   In	  einigen	   humanen	   und	   murinen	   CRC-­‐Zelllinien	   wie	   HT29,	   CaCo2,	   LoVo	   und	   colon26	  wurde	   die	   Expression	   von	   MIF	   nachgewiesen	   (Legendre	   et	   al.,	   2003).	   Wilson	   et	   al.	  untersuchten	   2005	   die	   MIF-­‐Expression	   auf	   mRNA-­‐	   und	   Proteinebene	   und	   die	   MIF-­‐Tautomeraseaktivität	  in	  humanen	  sporadischen	  kolorektalen	  Adenomen	  im	  Vergleich	  zu	  Normalgewebe	  und	  im	  ApcMin/+-­‐Mausmodell	  der	  intestinalen	  Tumorgenese.	  In	  humanen	  Adenomen	   fanden	   sie	   erhöhte	   MIF-­‐Expression	   und	   -­‐Aktivität	   im	   Vergleich	   zu	  angrenzendem	  Normalgewebe.	   Diese	   Hochregulation	   von	  MIF	  war	   in	   erster	   Linie	  mit	  Epithelzellen	   und	   ihrem	   zunehmenden	   Dysplasiegrad,	   aber	   auch	   mit	   Bindegewebs-­‐zellen,	   assoziiert.	   In	  den	   intestinalen	  Adenomen	  von	  ApcMin/+-­‐Mäusen	  konnte	  ebenfalls	  eine	  Hochregulation	  von	  Mif-­‐Expression	  und	  Mif-­‐Aktivität	   festgestellt	  werden.	  Auch	   in	  der	   Maus	   sind	   erhöhte	   Mif-­‐Expression	   und	   Mif-­‐Aktivität	   mit	   Epithel-­‐	   und	   Binde-­‐gewebszellen	   assoziiert.	   Sie	   züchteten	   die	   ApcMin/+-­‐Maus	   in	   einen	   Mif-­knockout-­‐Hintergrund	   und	   zeigten,	   dass	   bei	   homozygoter	   Mif-­‐Deletion	   weniger	   und	   kleinere	  Adenome	   im	   Darm	   auftreten	   und	   dass	   die	   auftretenden	   Adenome	   eine	   geringere	  Mikrogefäßdichte	   aufweisen.	   In	   diesem	   Mausmodell	   scheint	   Mif	   in	   den	   Epithelzellen	  aber	   keinen	   Einfluss	   auf	   Apoptose	   oder	   Proliferation	   zu	   haben.	   MIF	   scheint	   die	  intestinale	  Tumorgenese	  also	  vor	  allem	  durch	  die	  Angiogenese	  zu	  fördern.	  Neben	  den	  in	  
vivo-­‐Studien	   untersuchten	   sie	   auch,	   welchen	   Effekt	   MIF	   auf	   die	   humane	   kolorektale	  Adenomzelllinie	   VACO-­‐235	   hat.	   Exogenes	   MIF	   inhibiert	   die	   Apoptose	   in	   VACO-­‐235-­‐Zellen	  und	  fördert	  ihr	  anheftungsunabhängiges	  Wachstum	  (Wilson	  et	  al.,	  2005).	  	  Es	   gibt	   also	   schon	   einige	   Hinweise,	   dass	   MIF	   bei	   der	   Entstehung	   des	   Kolorektal-­‐karzinoms	   eine	   essentielle	   Rolle	   spielt.	   Bislang	   gibt	   es	   aber	   keine	   Untersuchungen,	  welche	  Rolle	  CSN5/JAB1	  bei	  der	  Tumorgenese	  des	  Kolorektalkarzinoms	  spielen	  könnte.	  Da	   CSN5/JAB1	   aber	   in	   vielen	   anderen	   Krebsentitäten	   eine	   auffällige	   Expression	   zeigt	  und	   seine	   bisher	   bekannten	   Funktionen	   in	   der	   Zelle	   wesentlich	   zur	   Tumorgenese	  beitragen	   könnten,	   liegt	   eine	   Rolle	   von	   CSN5/JAB1	   bei	   der	   Kolorektalkarzinogenese	  nahe.	  	  	  
1.15 Zielsetzung	  Das	  Kolorektalkarzinom	  ist	  eine	  der	  häufigsten	  Todesursachen	  in	  Deutschland	  und	  der	  westlichen	  Welt.	   Um	   bessere	   Therapiemöglichkeiten	   zu	   entwickeln,	   ist	   es	   wichtig	   die	  Entstehung	   und	   Progression	   der	   Krankheit	   weiter	   zu	   verstehen.	   CSN5/JAB1	   und	  MIF	  könnten	   bei	   der	   Tumorgenese	   des	   Kolorektalkarzinoms	   eine	   wichtige	   Rolle	   spielen.	  CSN5/JAB1	   ist	   in	   vielen	   Tumorentitäten	   wie	   Brustkrebs	   oder	   hepatozellulären	  Karzinomen	  überexprimiert.	  Zudem	   ist	  es	  an	  der	  Regulation	  wichtiger	  Funktionen	  der	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Zelle	  wie	  Zellzyklus,	  Apoptose,	  Signaltransduktion	  oder	  checkpoint-­‐Kontrolle	  wesentlich	  beteiligt.	   Die	   Regulation	   genau	   dieser	   Funktionen	   ist	   in	   Krebszellen	   gestört.	   Diese	  Störung	   führt	   letztendlich	   zur	  Entartung	  und	   zu	  ungebremstem	  Wachstum	  der	  Zellen.	  MIF	   ist	   als	   Zytokin	   vor	   allem	   für	   seine	   Funktionen	   in	   inflammatorischen	   Prozessen	  bekannt.	   Es	   gibt	   aber	   auch	   einige	   Studien,	   die	   seine	   Rolle	   in	   Neoplasmen	   untersucht	  haben.	   MIF	   ist	   in	   Tumoren	   bei	   einigen	   Krebsarten	   wie	   Kolorektal-­‐,	   Brust-­‐	   oder	  Lungenkrebs	   überexprimiert.	   Es	   fördert	   die	   Tumorangiogenese,	   die	   Proliferation	   und	  die	   Tumorinvasivität.	   MIF	   und	   CSN5/JAB1	   könnten	   zusammen	   eine	   lange	   gesuchte	  molekulare	  Achse	  zwischen	  chronischer	  Entzündung	  und	  Krebs	  bilden.	  	  Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   sollte	   die	   mögliche	   Rolle	   von	   CSN5/JAB1	   beim	   Kolorektal-­‐karzinom	   untersucht	  werden.	   Da	  MIF	   als	   Interaktionspartner	   von	   CSN5/JAB1	   bei	   der	  Tumorgenese	   und	   bei	   chronischen	   Entzündungen,	   die	   zu	  Neoplasmen	   führen	   können,	  eine	   wichtige	   Rolle	   spielt,	   sollte	   diese	   Arbeit	   auch	   das	   mögliche	   Zusammenspiel	   von	  CSN5/JAB1	  und	  MIF	  bei	  der	  Tumorgenese	  im	  Darm	  beleuchten.	  	  Zur	  Beantwortung	  dieser	  Fragestellungen	  wurden	  verschiedene	  Ansätze	  gewählt.	  Zum	  einen	  sollten	  immunhistochemische	  Expressionsstudien	  an	  humanem	  Kolongewebe	  aus	  verschiedenen	  Tumorgenesestadien	  durchgeführt	  werden.	  So	  wurde	  die	  Expression	  von	  CSN5,	   MIF	   und	   den	   CSN-­‐Untereinheiten	   CSN1	   und	   CSN8	   in	   Normal-­‐,	   Adenom-­‐	   und	  Tumorgewebe	  bei	  verschiedenen	  Patienten	  untersucht.	  	  Zum	   anderen	   sollte	   die	   Auswirkung	   erniedrigter	   CSN5/JAB1-­‐Proteinlevel	   in	   der	   Zelle	  auf	   die	   Level	   anderer	   Proteine	   und	   das	   Zellverhalten	   in	   verschiedenen	   Modell-­‐	   und	  Kolorektalkrebszelllinien	  untersucht	  werden.	  Besonderes	  Augenmerk	  wurde	  dabei	   auf	  einen	  möglichen	   Einfluss	   des	   CSN5/JAB1	   auf	   den	  Wnt-­‐Signalweg	   gelegt,	   da	   der	  Wnt-­‐Signalweg	   der	   im	   Kolorektalkarzinom	   am	   häufigsten	   mutierte	   Signalweg	   ist.	   Dabei	  wurden	  die	  Level	  des	  β-­‐Catenins	  als	  Schlüsselmolekül	  und	  die	  Effekte	  auf	  einige	  Zielgene	  des	   Wnt-­‐Signalwegs	   genauer	   betrachtet.	   Zudem	   wurden	   die	   Level	   anderer	   CSN-­‐Untereinheiten	   beobachtet,	   um	   zu	   sehen	   welche	   Rolle	   CSN5	   für	   die	   CSN-­‐Gesamt-­‐komplexstabilität	  spielt	  und	  um	  zu	  klären,	  ob	  die	  beobachteten	  Effekte	  auf	  freiem	  CSN5	  oder	   CSN5	   im	   Gesamt-­‐CSN-­‐Komplex	   beruhen.	   Des	  Weiteren	  wurden	  mögliche	   Effekte	  der	   erniedrigten	   CSN5-­‐Level	   auf	   p27,	   p53	   und	   MIF	   untersucht.	   Neben	   diesen	  mechanistischen	  Studien	   sollte	  der	  Effekt	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	   auf	  das	  Verhalten	  von	  Kolorektalkarzinomzelllinien	  untersucht	  werden.	  Nach	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  wurden	   Proliferations-­‐	   und	   Apoptoseassays	   in	   verschiedenen	   Kolorektalkarzinom-­‐zellen	  durchgeführt.	  	  Außer	  den	  in	  vitro-­‐Studien	  zur	  funktionalen	  Rolle	  des	  CSN5/JAB1	  in	  der	  Zelle	  sollte	  die	  Fragestellung	  zur	  Rolle	  des	  CSN5	  im	  Kolorektalkarzinom	  auch	   in	  vivo	  näher	  beleuchtet	  werden.	  Dazu	  sollte	  eine	  konditionale	  Csn5-­‐knockout-­‐Maus	  gezüchtet	  werden.	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	  wurden	  mit	  Csn5-­‐gefloxten	  Mäusen	  verpaart.	  Werden	  die	  Nachkommen	  mit	  Tamoxifen	  behandelt,	   ist	  ein	  Csn5-­‐knockout	   in	  den	  intestinalen	  Epithelien	  zu	  erwarten.	  Nach	   erfolgreicher	   Zucht	   sollte	   eine	   erste	   Charakterisierung	   der	   Mäuse	   erfolgen.	  Zusätzlich	  sollten	  die	  Mäuse	  in	  den	  ApcMin/+-­‐Hintergrund	  gezüchtet	  werden,	  um	  die	  Rolle	  von	  Csn5	  in	  der	  Tumorgenese	  in	  einem	  Mausmodell	  zu	  untersuchen.	  Die	  mögliche	  Rolle	  von	  Csn5	  bei	  der	  Entzündung	  im	  Mausdarm	  sollte	  in	  einem	  DSS-­‐Kolitismodell	  analysiert	  werden.	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Um	  zu	  bestätigen,	  welche	  wichtige	  Rolle	  Mif	  bei	  der	  Darmentzündung	  spielt,	  sollten	  Mif-­
knockout-­‐Mäuse	  im	  DSS-­‐Kolitismodell	  eingesetzt	  werden.	  Daneben	  sollte	  eine	  Csn5-­Mif-­Doppel-­‐knockout-­‐Maus	   gezüchtet	   werden,	   um	   den	   Einfluss	   der	   beiden	   Interaktions-­‐partner	  Mif	  und	  Csn5/Jab1	  im	  Zusammenspiel	  besser	  analysieren	  zu	  können.	  	  	  

	  
2 Material	  	  	  
2.1 Laborausstattung	  	  
Gerät/Software	   Hersteller	  AIDA	  Image-­‐Analyser	   Raytest	  Isotopen	  GmbH,	  Berlin	  Analysenwaage	  Adventurer	   Ohaus,	  Gießen	  Analysenwaage	  Analytical	  Plus	   Ohaus,	  Gießen	  Autostainer	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  Bio	  Photometer	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	  Bioruptor	   Diagenode,	  Lüttich	  (Belgien)	  Cary	  1	  Bio	  UV-­‐Visible	  Spectrophotometer	   Varian,	  Darmstadt	  Centrifuge	  5415R	  +	  5417R	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	  CO2-­‐Inkubator	  MCO-­‐17AIC	   Sanyo	  Electric	  Biomedical,	  Osaka	  (Japan)	  Dewargefäß,	  zylindrisch	  	   KGW-­‐Isotherm,	  Karlsruhe	  Dewargroßisoliergefäß,	  Typ	  C	   KGW-­‐Isotherm,	  Karlsruhe	  Diskus	  Software	   Carl	  H.	  Hilgers,	  Königswinter	  Einbettschälchen	  Edelstahl	   Medite,	  Burgdorf	  Eismaschine	  AF	  100	   Scotsman,	  Vernon	  Hills	  (USA)	  Electrophoresis	  Power	  Supply	  EPS	  601	   Amersham	  Pharmacia	  Biotech,	  München	  FACS	  Canto	  II	  Flow	  Cytometer	   BD,	  Franklin	  Lakes	  (USA)	  Fluoreszenzmikroskop	  IX50	   Olympus,	  Hamburg	  Gewebeeinbetter	  MTM	   Slee,	  Mainz	  Glasflaschen	   Schott,	  Mainz	  Heizblock	  UBD	   Grant	  Instruments,	  Cambridgeshire	  (UK)	  Horizon	  11-­‐14	  Agarosegelkammer	  	   Life	  technologies,	  Carlsbad	  (USA)	  Horizon	  58	  Agarosegelkammer	   Life	  technologies,	  Carlsbad	  (USA)	  4°C	  Kühlschrank	  Premium	  (frost-­‐free)	   Liebherr,	  Ochsenhausen	  Kurzzeitmesser	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Küvettenständer	   Brand,	  Wertheim	  Laborwaage	  440-­‐45N	   Kern	  &	  Sohn	  GmbH,	  Balingen	  LAS-­‐3000	  Image	  Reader	   Fujifilm,	  Tokio	  (Japan)	  Lochzange	  für	  Ohrmarkierung,	  2mm	   E.	  Becker	  &	  Co	  (ebeco),	  Castrop-­‐Rauxel	  Magnetrührer	  MSH	  basic	  yellowline	   IKA,	  Staufen	  Magnetstäbchen	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Mikroskop	  DM6000B	   Leica,	  Wetzlar	  Mikroskop	  Olympus	  CK40	   Olympus,	  Hamburg	  Mikrowelle	   Bosch,	  Stuttgart	  Molecular	  Imager	  Chemi	  Doc	  System	   Bio	  Rad,	  München	  MS1	  +	  MS2	  Minishaker	   IKA,	  Staufen	  Nanodrop	  Spectrophotometer	  ND-­‐1000	   Peq	  Lab	  Biotechnologie	  GmbH,	  Erlangen	  Neubauerzählkammer	   Paul	  Marienfeld,	  Lauda-­‐Königshofen	  Origin	  7	   OriginLab	  Corporation,	  Northampton	  (USA)	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Gerät/Software	   Hersteller	  Paraffinausgussstation	  EG1160	   Leica,	  Wetzlar	  PCR-­‐Gerät	  Primus	  96	  plus	   MWG	  Biotech	  AG,	  Ebersberg	  PHM82	  Standard	  pH-­‐Meter	   Radiometer	  Analytical,	  Kopenhagen	  (Dänemark)	  Pipetten	  Pipetman	   Gilson,	  Middleton	  (USA)	  Pipettierhilfe	  Pipetboy	  acu	   IBS	  integra	  biosciences,	  Fernwald	  Pipettierhilfe	  SwiftPet	   Abimed	  Analysen-­‐Technik,	  Langenfeld	  Potter	  1	  ml	   Wheaton,	  Millville	  (USA)	  Power	  Pac	  300	   Bio	  Rad,	  München	  Präparationsbesteck	  	   Aesculap,	  Tuttlingen	  Reaktionsgefäßständer	   Brand,	  Wertheim;	  Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Rocking	  Platform	   Biometra,	  Göttingen	  Rotationsmikrotom	  HM360	   Microm,	  Walldorf	  Rotilabo	  Mini-­‐Zentrifuge	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Rotor	  Gene	   Corbett	  Research/Qiagen,	  Hilden	  RS-­‐60	  Tube	  Rotator	   BioSan,	  Warren	  (USA)	  Schüttler	  Vibrax	  VXR	  basic	   IKA,	  Staufen	  Schwämme	  für	  NuPage	  Western	  Blot	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  SDS-­‐PAGE	  Nu	  Page	  X	  Cell	  Sure	  Lock	  Mini	  Cell	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  SONIFIER	  Cell	  Disruptor	  B15	   Branson	  Ultrasonics,	  Danbury	  (USA)	  Sterilwerkbank	  Biowizard	   KOJAIR	  Tech	  Oy,	  Vilppula	  (Finnland)	  Sterilwerkbank	  HERAsafe	   Heraeus	  Instruments,	  Hanau	  Sub-­‐Cell	  GT	  Agarosegelkammer	   Bio	  Rad,	  München	  T3000	  Thermocycler	   Biometra,	  Göttingen	  Thermomixer	  comfort	  +	  compact	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	  -­‐20°C	  Tiefkühlschrank	  Economic-­‐super	   Bosch,	  Stuttgart	  -­‐20°C	  Tiefkühlschrank	  Premium	   Liebherr,	  Ochsenhausen	  -­‐80°C	  Tiefkühlschrank	  Ultra	  Low	   Sanyo	  Electric	  Biomedical,	  Osaka	  (Japan)	  -­‐152°C	  Tiefkühltruhe	  Ultra	  Low	  MDF-­‐1155	   Sanyo	  Electric	  Biomedical,	  Osaka	  (Japan)	  Tissue	  Tearor	  Model	  985-­‐370	   Biospec	  Products,	  Bartlesville	  (USA)	  Transferpette	   Brand,	  Wertheim	  UV-­‐Bestrahlungssystem	  BLX-­‐254	   LTF	  Labortechnik,	  Wasserburg	  Variomag	  Electronicrührer	  Mono	   H+P	  Labortechnik,	  Oberschleißheim	  VICTOR2	  1420	  Multilabel	  Counter	   Perkin	  Elmer,	  Waltham	  (USA)	  Wasserbad	  Typ	  1004	  +	  Typ	  1013	   GFL,	  Burgwedel	  Wasserstrahlpumpe	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Western-­‐Blot	  NuPage/X	  Cell	  II	  Blot	  Modul	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Win	  MDI	  (Windows	  Multiple	  Document	  Interface	  for	  Flow	  Cytometry)	   geschrieben	  von	  Joe	  Trotter	  	  Wippe	  Rocky	   Fröbel	  Labortechnik,	  Lindau	  Zentrifuge	  EBA	  12	   Hettich,	  Tuttlingen	  Zentrifuge	  Z	  383	  K	  	   Hermle,	  Wehingen	  Zentrifuge	  Z	  400	  K	   Hermle,	  Wehingen	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2.2 Verbrauchsmaterial	  	  
Verbrauchsmaterial	   Hersteller	  0,1	  ml	  Tubes	  &	  Caps,	  DNA-­‐	  +	  RNA-­‐frei	   Corbett	  Research/Qiagen,	  Hilden	  Einmalplastikküvetten	   Sarstedt,	  Nümbrecht	  GEL-­‐Blotting-­‐Papier	   Schleicher	  &	  Schuell	  Bioscience,	  Dassel	  Cell	  Scraper	   Nunc/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham	  (USA)	  Cellstar	  Tubes	  15	  ml	  	  +	  50	  ml	   Greiner	  Labortechnik,	  Frickenhausen	  	  Celluloseacetatfilter,	  0,2	  µm,	  Rotrand	   Whatman/GE	  Healthcare,	  München	  Clou	  Prestige	  Kosmetiktücher	   WEPA	  Papierfabrik,	  Arnsberg	  	  Cryomold	  Tissue-­‐Tek	   Sakura	  Finetek,	  Zoeterwoude	  (Niederlande)	  Dampfsterilisationsklebeband	   VWR,	  Darmstadt	  Deckgläschen	  	   VWR,	  Darmstadt	  Einbettkassette,	  Langloch	  mit	  Deckel	   Medite,	  Burgdorf	  FACS-­‐Röhrchen	  5	  ml	   BD,	  Franklin	  Lakes	  (USA)	  Feather	  Disposable	  Scalpel	  No	  11	   Feather	  Safety	  Razor,	  Osaka	  (Japan)	  Filterspitzen	  10	  µl,	  40	  µl,	  200	  µl	   VWR,	  Darmstadt	  Gewebekulturflaschen	  75	  cm2	  	   Greiner	  Labortechnik,	  Frickenhausen	  Gewebekulturschalen	  10	  cm	   Greiner	  Labortechnik,	  Frickenhausen	  Injektionsnadel	  Microlance	  3	  27G	  3/4,	  Nr.20	   BD,	  Franklin	  Lakes	  (USA)	  Insulinspritze	  1	  ml	   BD,	  Franklin	  Lakes	  (USA)	  Kryoboxen	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Kryoröhrchen	   Nalgene/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham	  (USA)	  Microslidebox	   VWR,	  Darmstadt	  Mikroschraubröhre	  1,5	  ml	   Sarstedt,	  Nümbrecht	  Mikrotom	  Einmalklingen	  Feather	  Typ	  N35	   Medite,	  Burgdorf	  Monoject	  Magellan	  Safety	  Needle	  22G	   Tyco	  Healthcare,	  Neustadt	  an	  der	  Donau	  Multiwellplatten	  Cellstar	  6-­‐well,	  12-­‐well,	  24-­‐well,	  96-­‐well	   Greiner	  Labortechnik,	  Frickenhausen	  NitraTex	  Nitrile,	  Handschuhe	   Ansell,	  Brüssel	  (Belgien)	  NuPage/Bis-­‐Tris	  4-­‐12%	  Gel	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage-­‐Kassetten	  1,0	  mm	  +	  1,5	  mm	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage-­‐Kämme	  10-­‐well	  +	  15-­‐well	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Objektträger	   R.	  Langenbrinck,	  Emmendingen	  Objektträgerkästen	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Parafilm	  „M“	  Laboratory	  Film	   American	  National	  Can,	  Chicago	  (USA)	  Petrischalen	   Greiner	  Labortechnik,	  Frickenhausen	  Pipettenspitzen	  1000	  µl,	  blau	   Brand,	  Wertheim	  	  Pipettenspitzen	  200	  µl,	  gelb	   Brand,	  Wertheim	  	  Pipettenspitzen	  20	  µl,	  weiß	   Brand,	  Wertheim;	  Sarstedt,	  Nümbrecht	  	  Präparatemappen	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Präzisionswischtücher	  Kimtech	  Science	   Kimberly-­‐Clark,	  Dallas	  (USA)	  Protran	  Nitrocellulosetransfermembran	  0,2	  µm	   Schleicher	  &	  Schuell	  Bioscience,	  Dassel	  Reaktionsgefäß	  0,65	  ml	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	  Reaktionsgefäß	  1,5	  ml	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	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Verbrauchsmaterial	   Hersteller	  Reaktionsgefäß	  1,5	  ml	   Sarstedt,	  Nümbrecht	  Reaktionsgefäß	  1,5	  ml;	  schwarz	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Reaktionsgefäß	  2	  ml	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe;	  	  	   Eppendorf,	  Wesseling-­‐Berzdorf	  Reaktionsgefäß	  für	  PCR	   VWR,	  Darmstadt	  Shandon	  Histoslides	   Paul	  Marienfeld,	  Lauda-­‐Königshofen	  Spritzen	  Omnifix	  10	  ml	  +	  50	  ml	   Braun,	  Melsungen	  Superfrost	  Plus	  Objektträger	   Gerhard	  Menzel,	  Braunschweig	  Wägeschalen	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  	  	  
2.3 Chemikalien	  und	  Reagenzien	  	  
Chemikalien	  &	  Reagenzien	   Hersteller	  30%	  Acrylamid/Bis-­‐Lösung	  37,5:1	   Bio	  Rad,	  München	  Agarose	  Electrophoresis	  Grade	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Albumin	  Fraktion	  V	  (BSA)	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Ammoniumpersulfat	  (APS)	   Bio	  Rad,	  München	  Antibody	  Diluent	  (S2022)	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  Aqua	  B.	  Braun	  (RNase-­‐freies	  Wasser)	   Braun,	  Melsungen	  Borsäure	   Merck,	  Darmstadt	  Bromphenolblau	   Merck,	  Darmstadt	  Camptothecin	   Calbiochem/Merck,	  Darmstadt	  Chloroform	   Applichem,	  Darmstadt	  Citronensäure	  (Zitronensäure)	   Merck,	  Darmstadt	  
Complete	  protease	  inhibitor	  cocktail	  tablets	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  Coomassie	  Brilliantblau	  R	  250	   Merck,	  Darmstadt	  Dextran	  sulfate	  sodium	  salt	  (DSS),	  	  MW	  36.000-­‐50.000	   MP	  Biomedicals,	  Irvine	  (USA)	  Dinatriumhydrogenphosphat	  (Na2HPO4)	   Merck,	  Darmstadt	  Dithiothreitol	  (DTT)	   Sigma,	  München	  Dimethylsulfoxid	  (DMSO)	   Sigma,	  München	  DNase	  I,	  RNase-­‐frei	   Fermentas,	  St.	  Leon-­‐Rot	  dNTP-­‐Mix	   Promega,	  Madison	  (USA)	  ELISA-­‐Substrat-­‐Kit	  (H2O2+TMB)	   Pierce/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham	  (USA)	  Eosin	   Sigma,	  München	  Essigsäure	  (Eisessig)	   Merck,	  Darmstadt	  Ethanol	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Ethidiumbromidlösung	  1%	   Applichem,	  Darmstadt	  Etoposid	   Calbiochem/Merck,	  Darmstadt	  Fötales	  Kälberserum	  (FCS)	   Gibco/Invitrogen,	  Karlsruhe	  Fluoromount-­‐G	   Southern	  Biotech,	  Birmingham	  (USA)	  Formaldehyd	  37%	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Fugene	  HD	  Transfection	  Reagent	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
Gene	  Ruler	  50	  bp	  +	  1	  kb	  DNA	  ladder	   Fermentas,	  St.	  Leon-­‐Rot	  Gewebeeinbettmittel	  Histo-­‐Comp,	  Schmelzpunkt	  56°C	  (Paraffin)	   Vogel,	  Gießen	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Chemikalien	  &	  Reagenzien	   Hersteller	  Glycerin	  (Glycerol)	   Sigma,	  München	  Glycin	   Fluka	  Chemie,	  Buchs	  (Schweiz)	  GoTaq	  Flexi	  DNA-­‐Polymerase	   Promega,	  Madison	  (USA)	  GoTaq	  Flexi	  Puffer	   Promega,	  Madison	  (USA)	  Hoechst-­‐33342	  blue	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Isofluran	  (Forene)	   Abbott,	  Wiesbaden	  Isopentan	  (2-­‐Methylbutan)	   Merck,	  Darmstadt	  Isopropanol	   KMF	  Laborchemie,	  Lohmar	  Kaliumchlorid	  (KCl)	   Merck,	  Darmstadt	  Kaliumdihydrogenphosphat	  (KH2PO4)	   Merck,	  Darmstadt	  Konservierer	  für	  Wasserbäder	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  6	  x	  Loading	  Dye	   Fermentas,	  St.	  Leon-­‐Rot	  Mayer’s	  Haematoxylin	  (S2020)	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  Mayer’s	  Haematoxylin	  MHS128	   Sigma,	  München	  Methanol	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  β-­‐Mercaptoethanol	   Sigma,	  München	  MG	  132	   Calbiochem/Merck,	  Darmstadt	  MgCl2	  für	  PCR	   Promega,	  Madison	  (USA)	  MIF,	  rekombinant	  human	   Labor	  Bernhagen,	  Aachen	  Milchpulver	   Applichem,	  Darmstadt	  Multi	  Mark	  Multi-­‐Colored	  Protein	  Standard	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Natronlauge	  (NaOH)	   Fluka	  Chemie,	  Buchs	  (Schweiz)	  Natriumchlorid	  (NaCl)	   Merck,	  Darmstadt	  	  Natriumcitrat	  	   Merck,	  Darmstadt	  	  Natriumdodecylsulfat	  (SDS)	   Merck,	  Darmstadt	  	  Natriumfluorid	   Merck,	  Darmstadt	  	  Natriumpyruvat	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NEAA	   (nicht	  essentielle	  Aminosäuren)	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Nonidet	  P-­‐40	   Sigma,	  München	  Novex	  Sharp	  Pre-­Stained	  Protein	  Standard	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage	  Antioxidant	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage	  MES-­‐SDS-­‐running	  buffer	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage	  LDS-­‐sample	  buffer	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  NuPage	  LDS-­‐transfer	  buffer	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  O.C.T.	  Compound	  Tissue-­Tek	   Sakura	  Finetek,	  Zoeterwoude	  (Niederlande)	  Oligofectamine	  Transfection	  Reagent	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Opti-­‐Mem	  I-­‐Medium	   Gibco/Invitrogen,	  Karlsruhe	  Paraformaldehyd	  (PFA)	   Sigma,	  München	  PBS,	  10x	  (für	  Zellkultur)	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Penicillin/Streptomycin-­‐Lösung	   Gibco/Invitrogen,	  Karlsruhe	  Peroxidaseblock	  (S2023)	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  Phos	  Stop	  Phosphatase	  Inhibitor	  Cocktail	  
Tablets	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
Prestained	  Protein	  Marker	  (6-­‐175	  kDa)	   New	  England	  Biolabs,	  Ipswich	  (USA)	  Proteinase	  K	   Fermentas,	  St.	  Leon-­‐Rot	  Protein	  Assay	  (Bradford-­‐Reagenz)	   BioRad,	  München	  RNase	  Zap	   Sigma,	  München	  
Material	   38	  
Chemikalien	  &	  Reagenzien	   Hersteller	  Saccharose	   Sigma,	  München	  Salzsäure	  (HCl)	   Fluka	  Chemie,	  Buchs	  (Schweiz)	  Schwefelsäure	  (H2SO4)	   Merck,	  Darmstadt	  Sensi	  Mix	  Plus	  SYBR	   Quantace/Bioline,	  Luckenwalde	  Streptavidin-­‐Peroxidase	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
Sunflower	  seed	  oil	  aus	  Helianthus	  annuus	   Sigma,	  München	  
Super	  Signal	  West	  Dura	  Extended	  Duration	  
Signal	  
Pierce	  Biotechnology,	  USA	  Tamoxifen	   Sigma,	  München	  TEMED	   Bio	  Rad,	  München	  Titriplex	  III	  (EDTA)	   Merck,	  Darmstadt	  Tris	   Carl	  Roth,	  Karlsruhe	  Trizol	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Trypanblau	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Trypsin/EDTA	   Invitrogen,	  Karlsruhe	  Tween	  20	   Fluka	  Chemie,	  Buchs	  (Schweiz)	  	  Vitroclud	  Eindeckmedium	   R.	  Langenbrinck,	  Emmendingen	  Waschpuffer	  für	  Autostainer	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  Xylol	   Otto	  Fischar,	  Saarbrücken	  Zellkulturmedien	  (RPMI	  1640,	  DMEM,	  McCoy’s	  5a)	   Gibco/Invitrogen,	  Karlsruhe	  	  	  
2.4 Kits/Mehrkomponentensysteme	  	  
Produkt	   Hersteller	  
Annexin	  V	  Fluos	  Staining	  Kit	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
Caspase	  3	  Colorimetric	  Assay	  	   R&D	  Systems,	  Minneapolis	  (USA)	  
Cell	  Death	  Detection	  ELISA	  Kit	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
Cell	  Proliferation	  ELISA	  BrdU	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  
First	  Strand	  cDNA	  Synthesis-­‐Kit	   Fermentas,	  St.	  Leon-­‐Rot	  Hämokulttest	  hemocare	   Care	  diagnostica,	  Voerde	  
EnVision	  Detection	  System	  Peroxidase/DAB+,	  Rabbit/Mouse	  (K5007)	   Dako,	  Glostrup	  (Dänemark)	  
Transcriptor	  High	  Fidelity	  cDNA	  Synthesis-­‐Kit	   Roche,	  Grenzach-­‐Wyhlen	  	  	  
2.5 Antikörper	  	  
2.5.1 Antikörper	  für	  Immunhistochemie	  	  
Antikörper	  	  
gegen	  
Typ/Bezeichnung	   Eingesetzte	  
Verdünnung	  
(Stammlösung	  :	  
Gesamtvolumen)	  
Hersteller	  
CSN1	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   1:400	   Affiniti	  Research,	  Exeter	  (UK)	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Antikörper	  	  
gegen	  
Typ/Bezeichnung	   Eingesetzte	  
Verdünnung	  
(Stammlösung	  :	  
Gesamtvolumen)	  
Hersteller	  
CSN5/JAB1	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (FL-­‐334)	   1:50	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  CSN8	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   1:200	   Affiniti	  Research,	  Exeter	  (UK)	  MIF	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (MAB289)	   1:200	   R&D	  Systems,	  Minneapolis	  (USA)	  
	  
2.5.2 Antikörper	  für	  Western	  Blot	  	  
2.5.2.1 Primärantikörper	  	  	  
Antikörper	  	  
gegen	  
Typ/Bezeichnung	   Eingesetzte	  
Verdünnung	  
(Stammlösung	  :	  
Gesamtvolumen)	  
Hersteller	  
Aktin	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (Klon	  C4)	   1:1000	   MP	  Biomedicals,	  Irvine	  (USA)	  
α-­‐Tubulin	   aus	  Maus,	  (Klon	  B-­‐5-­‐1-­‐2)	   15:10.000	   Sigma,	  München	  
β-­‐Catenin	   aus	  Maus,	  monoklonal	   1:2000	   BD,	  Franklin	  Lakes	  (USA)	  	  c-­‐Jun	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (H-­‐79)	   1:500	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  CSN1	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   3:10.000	   Affiniti	  Research,	  Exeter	  (UK)	  CSN5/JAB1	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (FL-­‐334)	   1:500	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  CSN8	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   1:5000	   Affiniti	  Research,	  Exeter	  (UK)	  Cre	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   1:10.000	   Novagen/Merck,	  Darmstadt	  Cyclin	  D1	   aus	  Maus,	  monoklonal	   1:200	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  MIF	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (Ka565)	   1:1000	   Labor	  Bernhagen,	  Aachen	  p27	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (C-­‐19)	   1:1000	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	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Antikörper	  	  
gegen	  
Typ/Bezeichnung	   Eingesetzte	  
Verdünnung	  
(Stammlösung	  :	  
Gesamtvolumen)	  
Hersteller	  
p53	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (DO-­‐1)	   1:1000	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  p53	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (1C12)	   1:1000	   Cell	  Signaling	  Technology,	  Beverly	  (USA)	  p53	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	  (FL-­‐393)	   1:500	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  p53	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (Pab	  240)	   1:500	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  phospho-­‐β-­‐Catenin	  (Thr41/Ser45)	   aus	  Kaninchen,	  polyklonal	   1:1000	   Cell	  Signaling	  Technology,	  Beverly	  (USA)	  Survivin	   aus	  Maus,	  monoklonal	  (D-­‐8)	   1:500	   Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  Santa	  Cruz	  (USA)	  	   	   	   	  	  	  
2.5.2.2 Sekundärantikörper	  	  	  
Antikörper	  	  
gegen	  
Typ	   Eingesetzte	  
Verdünnung	  
(Stammlösung	  :	  
Gesamtvolumen)	  
Hersteller	  
Kaninchen	   aus	  Esel,	  HRP-­‐konjugiert*	   1:10.000	   Amersham	  Pharmacia	  Biotech,	  München	  Kaninchen	   aus	  Ziege,	  HRP-­‐konjugiert*	   1:1000	   Pierce/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham	  (USA)	  Maus	  	   aus	  Schaf,	  HRP-­‐konjugiert*	   1:10.000	   Amersham	  Pharmacia	  Biotech,	  München	  Maus	  	   aus	  Ziege,	  HRP-­‐konjugiert*	   1:1000	   Pierce/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham	  (USA)	  	  *	  HRP	  steht	  für	  horse	  radish	  peroxidase	  bzw.	  Meerrettichperoxidase.	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2.5.3 Antikörper	  für	  huMIF-­‐ELISA	  	  	  
Funktion	   Name	   Typ	   Hersteller	  1.	  Antikörper	   MAB	  289	   aus	  Maus,	  monoklonal	   R&D	  Systems,	  Minneapolis	  (USA)	  2.	  Antikörper	   BAF	  289	   aus	  Ziege,	  polyklonal,	  biotinyliert	   R&D	  Systems,	  Minneapolis	  (USA)	  	  	  
2.6 Primer	  	  Alle	   verwendeten	   Primer	   wurden	   von	   MWG	   Biotech	   in	   Ebersberg	   oder	   Metabion	   in	  Martinsried	  synthetisiert.	  
2.6.1 Primer	  für	  die	  Mausgenotypisierung	  	  
Primer	   PCR	   Sequenz	   Länge	  in	  bp	  033	   ApcMin/+	   GCCATCCCTTCACGTTAG	   18	  034	   ApcMin/+	   TTCCACTTTGGCATAAGGC	   19	  758	   ApcMin/+	   TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA	   21	  	   	   	   	  In	  II	  for	   Csn5-­‐flox	   GGTCAGAAAGCTAGGCCTAAGAAGG	   25	  Ex	  II	  rev	   Csn5-­‐flox	   GGCATGCATCACCATTTTCAGTAG	   24	  	   	   	   	  A1	   Mif-­knockout	   AGGTTAGTCACTCTACTGGCC	   21	  B1	   Mif-­knockout	   TCTCACTGTTCTGGTGTGAGG	   21	  C1	   Mif-­knockout	   GGCTCCTGGTCTCAGTCAGG	   20	  	   	   	   	  VilCre	  1	   VillinCre	   CAAGCCTGGCTCGACGGCC	   19	  VilCre	  2	   VillinCre	   CGCGAACATCTTCAGGTTCT	   20	  	   	   	   	  	   	   	   	  	   	   	   	  
2.6.2 Primer	  für	  die	  real	  time-­‐PCR	  	  
Gen	   Richtung	   Spezies	   Sequenz	   Länge	  
in	  bp	  
Cre	   sense	   Maus	   CTGACGGTGGGAGAATGTTAAT	   22	  
Cre	   antisense	   Maus	   TCGCTCGACCAGTTTAGTTACC	   22	  	   	   	   	   	  
Gapdh	   sense	   Maus	   TGTTGAAGTCACAGGAGACAACCT	   24	  
Gapdh	   antisense	   Maus	   AACCTGCCAAGTATGATGACATCA	   24	  	   	   	   	   	  
GAPDH	   sense	   Mensch	   GAGTCAACGGATTTGGTCGT	   20	  
GAPDH	   antisense	   Mensch	   TTGATTTTGGAGGGATCTCG	   20	  	   	   	   	   	  
CSN5/JAB1	   sense	   Mensch	   TCTGCTGAAGATGGTGATGC	   20	  
CSN5/JAB1	   antisense	   Mensch	   GCCAACCTGTTTTGCATTTT	   20	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Gen	   Richtung	   Spezies	   Sequenz	   Länge	  
in	  bp	  
BMP4	   sense	   Mensch	   CTTTACCGGCTTCAGTCTGG	   20	  
BMP4	   antisense	   Mensch	   GGGATGCTGCTGAGGTTAAA	   20	  	   	   	   	   	  
CD44	   sense	   Mensch	   CATCTACCCCAGCAACCCTA	  	   20	  
CD44	   antisense	   Mensch	   ATCCCAGGTTTCTTGCCTCT	  	   20	  	   	   	   	   	  
c-­MYC	   sense	   Mensch	   CCTACCCTCTCAACGACAGC	  	   20	  
c-­MYC	   antisense	   Mensch	   CTCTGACCTTTTGCCAGGAG	   20	  	   	   	   	   	  
MMP7	   sense	   Mensch	   TGCTCACTTCGATGAGGATG	   20	  
MMP7	   antisense	   Mensch	   TGGGGATCTCCATTTCCATA	   20	  	  	  
2.7 siRNA	  	  
(si)RNA	   Sequenz	  
CSN5-­‐spezifische	  siRNA	   5’-­‐GCUCAGAGUAUCGAUGAAA-­‐3’	  
scrambled	  RNA	   5’-­‐CAGAAGCUAGUUACGAGAU-­‐3’	  	  	  
2.8 Zellen	  und	  Kulturmedien	  	  
Zelllinie	   Zelltyp	   Medium	  CaCo2	   Humane	  Epithelzellen	  eines	  kolorektalen	  Adenokarzinoms	   DMEM	  +	  Glutamax	  +4,5	  g/l	  Glukose,	  10%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  HCT116p53wt	   Humane	  Epithelzellen	  eines	  kolorektalen	  Karzinoms,	  Zellen	  haben	  Wildtyp-­‐p53	   McCoy’s	  5a-­‐Medium,	  10%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  HCT116p53–/–	   Humane	  Epithelzellen	  eines	  kolorektalen	  Karzinoms,	  Zellen	  haben	  kein	  p53	   McCoy’s	  5a-­‐Medium,	  10%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  HEK293	   Humane	  embryonale	  Nierenzellen	   DMEM	  +	  Glutamax,	  10%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  HeLa	   Humane	  epitheliale	  Zervixkarzinomzellen	   DMEM	  +	  Glutamax,	  10%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  HT29	   Humane	  Epithelzellen	  eines	  kolorektalen	  Adenokarzinoms	   DMEM	  +	  Glutamax,	  5%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  SW480	   Humane	  Epithelzellen	  eines	  kolorektalen	  Adenokarzinoms	   RPMI-­‐Medium,	  5%	  FCS,	  Penicillin/Streptomycin*	  	  *	  In	  allen	  Medien	  wurden	  generell	  100	  Units/ml	  Penicillin	  und	  100	  µg/ml	  Streptomycin	  verwendet.	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Übersicht	   über	   die	  APC-­‐,	  CTNNB1-­‐	   (codiert	   für	   β-­‐Catenin)	   und	  p53-­Mutationen	   in	   den	  verwendeten	  Kolorektalkrebszellen	  (Gayet	  et	  al.,	  2001;	   Ilyas	  et	  al.,	  1997;	  Kobayashi	  et	  al.,	  2003):	  	  
Zelllinie	   APC-­Status	   CTNNB1-­Status	   p53-­Status	  CaCo2	   mutiert	   mutiert	   mutiert	  HCT116	   Wildtyp	   mutiert	   Wildtyp	  HT29	   mutiert	   Wildtyp	   mutiert	  SW480	   mutiert	   Wildtyp	   mutiert	  	  	  
2.9 Mäuse	  	  Alle	   Mäuse	   leben	   in	   einem	   12	   Stunden-­‐Hell-­‐Dunkel-­‐Rhythmus.	   Futter	   und	   Wasser	  stehen	  den	  Mäusen	  zur	   freien	  Verfügung.	  Die	  Mäuse	  wurden	   im	  C57BL/6-­‐Hintergrund	  gezüchtet.	  	  	  
ApcMin/+-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   The	  Jackson	  Laboratory	  (Moser	  et	  al.,	  1990)	  	  
Beschreibung	  	   Der	   C57BL/6J-­‐Min/+-­‐Stamm	   entwickelt	   sehr	   leicht	   intestinale	  Adenome.	   Min	   steht	   für	   multiple	   intestinal	   neoplasia	   und	   ist	   eine	  autosomal	   dominante	   Eigenschaft	   mit	   einer	   nonsense-­‐Mutation	   in	  Codon	  850	  des	  murinen	  Apc-­‐Gens.	  Für	  die	  Min-­‐Mutation	  homozygote	  Mäuse	   sind	   nicht	   lebensfähig.	   Die	   heterozygoten	   Tiere	   entwickeln	  bei	  fettreicher	  Ernährung	  zahlreiche	  Adenome	  im	  Intestinaltrakt	  und	  eine	   Anämie.	   Das	   durchschnittlich	   erreichte	   Lebensalter	   der	  heterozygoten	   Tiere	   beträgt	   120	   Tage.	   Ein	   kleiner	   Teil	   der	  heterozygoten	  Weibchen	   entwickelt	   zusätzlich	   Mammatumore.	   Die	  Zucht	  erhält	  man	  in	  der	  Regel	  durch	  Verpaarung	  von	  heterozygoten	  Männchen	  mit	  Wildtyp(wt)-­‐Weibchen.	  
	  
	  
Csn5/Jab1flox/flox-­Mäuse	  	  
	  
Herkunft	   M.	  Panattoni,	  R.	  Pardi	  (Mailand,	  Italien)	  (Panattoni	  et	  al.,	  2008)	  	  
Beschreibung	   Mäuse	   haben	   loxP-­‐Stellen	   im	   Csn5/Jab1-­‐Gen,	   dadurch	   ist	   eine	  konditionale	   Deletion	   von	   Exon	   2	   des	   Gens	   durch	   eine	   Cre-­‐	  Rekombinase	   möglich.	   Wird	   Exon	   2	   ausgeschnitten,	   kommt	   es	  zudem	   zu	   einer	   frühen	   Leserasterverschiebung	   und	   zu	   einem	  Abbruch	  der	  Translation.	  Csn5/Jab1flox/flox-­‐Mäuse	   sind	  phänotypisch	  nicht	  von	  wt-­‐Mäusen	  zu	  unterscheiden.	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VillinCre-­ERT2-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   F.	  el	  Marjou,	  S.	  Robine	  (Paris,	  Frankreich)	  (el	  Marjou	  et	  al.,	  2004)	  	  
Beschreibung	   Mäuse	   haben	   eine	   Cre-­‐Rekombinase,	   deren	   Expression	   durch	   den	  
Villin-­‐Promotor	  gesteuert	  wird.	  Dieser	  ermöglicht	  einen	  spezifischen	  Gen-­‐knockout	   in	   den	   intestinalen	   Epithelien.	   Die	   hier	   vorhandene	  Cre-­‐Rekombinase	   ist	   ein	   Fusionsprotein	   mit	   einer	   mutierten	  ligandenbindenden	  Domäne	  des	  humanen	  Östrogenrezeptors.	  Daher	  ist	   die	   Aktivität	   der	   Cre-­‐Rekombinase	   tamoxifenabhängig.	   Das	   Cre-­‐Rekombinasenfusionsprotein	  hat	  eine	  Größe	  von	  76	  kDa.	  
	  
	  
Mif	  –/–-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   G.	   Fingerle,	   R.	   Bucala	   (New	   Haven,	   USA)	   (Fingerle-­‐Rowson	   et	   al.,	  2003)	  	  
Beschreibung	   Bei	  dieser	  Maus	  wurde	  das	  Mif-­‐Gen	  zerstört,	  indem	  ein	  3’-­‐Ende	  eines	  nichtfunktionalen	  Retrotransposons	  des	  intracisternal	  A-­particle	  type	  (IAP)	   −	   das	   upstream	   des	  Mif-­‐Gens	   liegt	   −,	   der	  Mif-­‐Promotor	   und	  Exons	  1,	  2	  und	  3	  des	  Mif-­‐Gens	  mittels	  Cre-­‐loxP-­‐Technologie	  entfernt	  wurden.	  Die	  Mäuse	  zeigen	  bei	  der	  Entwicklung	  keine	  Auffälligkeiten,	  sind	   fruchtbar,	  haben	  normal	  viele	  Nachkommen	  und	  eine	  normale	  Lebensdauer.	  
	  
	  
Csn5/Jab1flox/flox	  x	  VillinCre-­ERT2-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   eigene	  Zucht	  	  
Beschreibung	   Mäuse	   mit	   tamoxifeninduzierbarem	   Csn5/Jab1-­‐knockout	   im	   Darm-­‐epithel;	   Kreuzung	   der	   Csn5/Jab1flox/flox-­‐Mäuse	   und	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	  	  
	  
	  
Csn5/Jab1flox/flox	  x	  VillinCre-­ERT2	  x	  ApcMin/+-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   eigene	  Zucht	  	  
Beschreibung	   Mäuse	   mit	   tamoxifeninduzierbarem	   Csn5/Jab1-­‐knockout	   im	   Darm-­‐epithel,	   zusätzlich	   Min-­‐Mutation	   und	   dadurch	   Entstehung	   von	  intestinalen	   Adenomen	   bei	   fettreicher	   Ernährung;	   Zucht	   aus	  
Csn5/Jab1flox/flox	  x	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäusen	  und	  ApcMin/+-­‐Mäusen	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Csn5/Jab1flox/flox	  x	  VillinCre-­ERT2	  x	  Mif	  –/–-­Mäuse	  
	  
Herkunft	   eigene	  Zucht	  	  
Beschreibung	   Mäuse	   mit	   tamoxifeninduzierbarem	   Csn5/Jab1-­‐knockout	   im	  Darmepithel,	  zusätzlich	  Mif-­‐knockout	  in	  der	  ganzen	  Maus;	  Zucht	  aus	  der	  Csn5/Jab1flox/flox	  x	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Linie	  und	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  	  	  
2.10 Lösungen	  und	  Puffer	  	  
2.10.1 Allgemeine	  Lösungen	  und	  Puffer	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Konzentration/Menge	   	   	  	   	   	   	  
PBS	   	   	   	  NaCl	   137	  	   mM	   	  KCl	   	  	  2,7	  	   mM	   	  KH2PO4	   	  	  1,5	  	   mM	   	  Na2HPO4	   	  	  8,1	  	   mM	   	  	   	   	   	  
TBS	   	   	   	  Tris-­‐HCl	   	  	  	  20	  	   mM	   	  NaCl	   150	  	   mM	   	  	   	   	   	  
Natriumphosphatpuffer	   	   	   	  NaH2PO4	   	  	  	  20	  	   mM	   	  	  	  
2.10.2 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  die	  Zellkultur	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
Zelllysispuffer	   	   	   	  NuPage	  LDS-­‐sample	  buffer	  	   	  	  	  	  	  1	  	   ml	   	  DTT	  (1	  M)	   200	  	   µl	   	  ddH2O	   	  	  2,8	  	   ml	   	  	  	  
2.10.3 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  SDS-­‐PAGE	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
Sammelgelpuffer	  0,5	  M	  Tris	  pH	  6,8	   	   	   	  Tris	  pH	  6,8	   	  	  	  	  	  6,06	  	   g	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Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   	  ddH2O	   ad	  100	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Trenngelpuffer	  1,5	  M	  Tris	  pH	  8,8	   	   	   	  Tris	  pH	  8,8	   	  	  60,57	  	   g	   	  ddH2O	   ad	  500	  	   ml	   	  	   	   	   	  
10%	  APS	   	   	   	  Ammoniumpersulfat	   	  	  	  	  	  	  	  	  1	  	   g	   	  ddH2O	   ad	  10	  	   ml	   	  	   	   	   	  
10%	  SDS	   	   	   	  SDS	   	  	  	  	  	  	  	  	  10	  	   g	   	  ddH2O	   ad	  100	  	   ml	   	  	   	   	   	  
12%	  Trenngel	  (für	  2	  Gele)	   	   	   	  ddH2O	   	  	  	  10	  	   ml	   	  Trenngelpuffer	  1,5	  M	  Tris,	  pH	  8,8	   	  	  7,5	  	   ml	   	  Acrylamid	   	  	  	  12	  	   ml	   	  10%	  SDS	   300	  	   µl	   	  10%	  APS	   300	  	   µl	   	  TEMED	   	  	  	  15	  	   µl	   	  	   	   	   	  
4%	  Sammelgel	  (für	  2	  Gele)	   	   	   	  ddH2O	   	  	  	  	  	  	  	  6	  	   ml	   	  Sammelgelpuffer	  0,5	  M	  Tris,	  pH	  6,8	   	  	  	  	  2,5	  	   ml	   	  Acrylamid	   1340	  	   µl	   	  10%	  SDS	   	  	  	  100	  	   µl	   	  10%	  APS	   100	  	   µl	   	  TEMED	   	  	  	  10	  	   µl	   	  	   	   	   	  
NuPage	  Laufpuffer	  1x	   	   	   	  NuPage	  MES-­‐SDS-­‐running	  buffer	  20x	   	  	  	  40	  	   ml	   	  ddH2O	   760	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Laufpuffer	  5x	  	  
(für	  selbstgegossene	  Gele)	   	   	   	  Tris	  pH	  8,8	   15,14	  	   g	   	  Glycin	   72,05	  	   g	   	  10%	  SDS	   	  	  	  	  	  	  50	  	   ml	   	  ddH2O	  	   	  	  	  ad	  1	  	   l	   	  	   	   	   	  	  Zunächst	  wurden	  Tris	  und	  Glycin	  eingewogen,	  900	  ml	  ddH2O	  zugegeben	  und	  gemischt.	  Nach	  Lösen	  von	  Tris	  und	  Glycin	  wurde	  pH	  8,3-­‐8,6	  eingestellt	  (mit	  Tris	  und	  Glycin).	  Dann	  wurde	  auf	  950	  ml	  aufgefüllt,	  gerührt	  und	  50	  ml	  10%	  SDS-­‐Lösung	  zugegeben.	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Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
Laufpuffer	  1x	  	  
(für	  selbstgegossene	  Gele)	   	   	   	  Laufpuffer	  5x	  	   160	  	   ml	   	  ddH2O	   640	  	   ml	   	  	  der	  1x	  Laufpuffer	  enthält	  die	  Substanzen	  dann	  in	  folgenden	  Konzentrationen:	  Tris	   	  	  	  25	  	   mM	   	  Glycin	   192	  	   mM	   	  SDS	   	  	  0,1	   %	   	  	  	  
4x	  sample	  loading	  buffer/Lämmli-­Puffer	  	   	   	  1	  M	  Tris,	  pH	  6,8	   	  	  	  4	  	   ml	  Glycerin	   	  	  	  8	  	   ml	  20%	  SDS	   	  	  	  8	  	   ml	  
β-­‐Mercaptoethanol	   1,6	  	   ml	  Bromphenolblau	   	  60	  	   mg	  	  	  	  
2.10.4 Lösungen	  für	  die	  Coomassiefärbung	  von	  SDS-­‐Gelen	  	  Lösung/Substanz	   Menge	   	   Konzentration	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Coomassiefärbelösung	   	   	   	   	   	  Isopropanol	   250	  	   ml	   25	   %	   	  Eisessig	   100	  	   ml	   10	   %	   	  Coomassie	  Brilliantblau	   	  	  	  20	  	   g	   2	   %	   	  ddH2O	   ad	  1	  	   l	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Entfärbelösung	   	   	   	   	   	  Isopropanol	   250	  	   ml	   25	   %	   	  Eisessig	   100	  	   ml	   10	   %	   	  ddH2O	   ad	  1	  	   l	   	   	   	  	  	  	  
2.10.5 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  Western	  Blot	  und	  Immundetektion	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Transferpuffer	  	  
(für	  1	  Blotkammer)	   	   	   	   	   	  NuPage-­‐Transferpuffer	  (20x)	   	  	  12,5	  	   ml	   	   	   	  Methanol	   	  	  	  	  	  	  25	  	   ml	   	   	   	  ddH2O	   212,5	  	   ml	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Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   Konzentration	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Immunoblotwaschpuffer	  	  
(TBS-­T)	   	   	   	   	   	  Tween	  20	   1	  	   ml	   0,1	   %	   	  TBS	   1	  	   l	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
1%	  BSA	   	   	   	   	   	  BSA	   	  	  	  	  	  1	  	   g	   1	   %	   	  Immunoblotwaschpuffer	   100	  	   ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
5%	  Milchpulver	   	   	   	   	   	  Milchpulver	   	  	  	  	  	  5	  	   g	   5	   %	   	  Immunoblotwaschpuffer	   100	  	   ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Strippingpuffer	   	   	   	   	   	  Tris	  pH	  6,8	   	  	  	  	  	  3	  	   g	   50	  	   mM	   	  ddH2O	   500	  	   ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  pH	  6,8	  wurde	  mit	  HCl	  eingestellt	   	   	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  SDS	   10	  	   g	   2	   %	   	  β-­‐Mercaptoethanol	   	  	  	  4	  	   ml	   100	  	   mM	   	  	  	  
2.10.6 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  den	  huMIF-­‐ELISA	  	  Puffer/Lösung/	  Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
10%	  BSA	   	   	   	  BSA	   0,5	  	   g	   	  TBS	   	  	  	  	  5	  	   ml	   	  	   	   	   	  
10%	  Tween	  20	   	   	   	  Tween	  20	  	   	  	  5	  	   g	   	  ddH2O	   50	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Rekonstituierungspuffer	  	  
(0,1%	  BSA	  in	  TBS	  pH	  7,3)	   	   	   	  10%	  BSA	   	  	  	  10	  	   µl	   	  TBS	   990	  	   µl	   	  	   	   	   	  
Waschpuffer	  (0,05%	  Tween	  20	  in	  PBS)	   	   	   	  10%	  Tween	  20	   	  	  	  	  	  5	  	   ml	   	  PBS	   995	  	   ml	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Puffer/Lösung/	  Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
Primärantikörperlösung	  	  
(für	  1	  ELISA-­Platte)	   	   	   	  MAB289-­‐Antikörper	  (Endkonz.	  2	  µg/ml)	   40	  	   µl	   	  PBS	   10	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Blockinglösung	  	  
(1%	  BSA,	  5%	  Saccharose	  in	  PBS)	   	   	   	  BSA	   	  	  	  300	  	   mg	   	  Saccharose	   	  	  	  	  	  1,5	  	   g	   	  PBS	   ad	  30	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Probenpuffer	  	  
(0,1%	  BSA,	  0,05%	  Tween	  20	  in	  TBS)	   	   	   	  10%	  BSA	   200	  	   µl	   	  10%	  Tween	  20	   100	  	   µl	   	  TBS	   	  	  	  20	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Sekundärantikörperlösung	  	  
(für	  1	  ELISA-­Platte)	   	   	   	  BAF	  289-­‐Antikörper	  (200	  ng/ml	  Endkonz.)	   40	  	   µl	   	  Probenpuffer	   10	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Streptavidin-­POD-­Lösung	  	  
(für	  1	  ELISA-­Platte)	   	   	   	  TBS	   10	  	   ml	   	  Streptavidin-­‐POD	   	  	  	  1	  	   µl	   	  	   	   	   	  
Substratlösung	   	   	   	  H2O2–Lösung	   5	  	   ml	   	  TMB-­‐Lösung	   5	  	   ml	   	  	   	   	   	  
Stopplösung	  (0,5	  M	  H2SO4)	   	   	   	  95%	  H2SO4	  	   	  	  	  	  	  25,8	  	   ml	   	  ddH2O	   ad	  500	  	   ml	   	  	   	   	   	  
	  
2.10.7 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  die	  Agarosegelelektrophorese	  	  Puffer/Lösung/	  Substanz	   Menge	   	   	  	   	   	   	  
TBE-­Puffer	  5x	   	   	   	  Tris-­‐OH	   	  	  	  	  54	  	   g	   	  Borsäure	   27,5	  	   g	   	  EDTA	   	  	  	  3,7	  	   g	   	  ddH2O	   	  ad	  1	  	   l	   	  	   	   	   	  wenn	  nötig	  pH	  8,3	  mit	  NaOH	  einstellen	   	   	   	  
Material	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Puffer/Lösung/	  Substanz	   Menge	   	   	  
	   	   	   	  
1%	  Agarosegel	   	   	   	  Agarose	   	  	  	  	  	  1	  	   g	   	  TBE-­‐Puffer	  1x	   100	  	   ml	   	  	   	   	   	  
1,5%	  Agarosegel	   	   	   	  Agarose	   	  	  1,5	  	   g	   	  TBE-­‐Puffer	  1x	   100	  	   ml	   	  	   	   	   	  
2,5%	  Agarosegel	   	   	   	  Agarose	   	  	  2,5	  	   g	   	  TBE-­‐Puffer	  1x	   100	  	   ml	   	  	  Für	  die	  Herstellung	  der	  Agarosegele	  wurden	  die	  Substanzen	  gemischt,	  in	  der	  Mikrowelle	  aufgekocht	  und	  anschließend	  bei	  Raumtemperatur	  gelagert.	  Zum	  Gießen	  der	  Gele	  wurde	  die	  Agaroselösung	  in	  der	  Mikrowelle	  aufgekocht,	  ein	  wenig	  abkühlen	  gelassen,	  dann	  in	  Form	  gegossen	  –	  vorher	  Kamm	  für	  die	  Taschen	  einstecken	  –	  und	  fest	  werden	  gelassen.	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Endkonzentration	   	   	  	   	   	   	  
Ethidiumbromidbad	   	   	   	  Ethidiumbromid	   0,5-­‐1	  	   µg/ml	   	  TBE-­‐Puffer	  1x	   	   	   	  
	  
	  
2.10.8 Puffer	  für	  die	  Mausgenotypisierung	  	  Puffer/Substanz	   Konzentration	   	   	  	   	   	   	  
tail-­Puffer	   	   	   	  Tris-­‐HCl	   100	  	   mM	   	  EDTA	   5	  	   mM	   	  NaCl	   200	  	   mM	   	  SDS	   0,2	   %	   	  	   	   	   	  
TE-­Puffer	   	   	   	  Tris	  pH	  8,8	   10	  	   mM	   	  EDTA	   1	  	   mM	   	  	  pH-­‐Wert	  wurde	  mit	  HCl	  auf	  8	  eingestellt.	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2.10.9 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  Mausexperimente	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Menge	   	   Konzentration	   	   	  	   	   	   	   	   	  
DSS-­Trinkwasser	  (3%	  DSS)	   	   	   	   	   	  DSS	   30	  	   g	   3	   %	   	  Leitungswasser	   	  	  	  1	  	   l	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
Tamoxifenlösung	   	   	   	   	   	  Tamoxifen	   0,1	  	   g	   10	  	   mg/ml	   	  Ethanol,	  rein	  (100%)	   	  	  	  	  1	  	   ml	   	   	   	  Sonnenblumenöl	  (Sigma)	   	  	  	  	  9	  	   ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  
NP40-­Puffer	   	   	   	   	   	  1	  M	  Tris-­‐HCl,	  pH	  7,5	   25	  	   ml	   	  	  	  50	  	   mM	   	  5	  M	  NaCl	   15	  	   ml	   150	  	   mM	   	  Nonidet	  P-­‐40	   2,5	  	   ml	   	  	  0,5	   %	   	  Natriumfluorid	   1,05	  	   g	   	  	  	  50	  	   mM	   	  ddH20	   ad	  500	   ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  Kurz	  vor	  der	  Verwendung	  wurden	  pro	  10	  ml	  Puffer	  zugegeben:	  	  	   	   	   	   	   	  
Complete	  Protease	  Inhibitor	  
Cocktail	  
1	  	   Tablette	   	   	   	  Phos	  Stop	  Phosphatase	  Inhibitor	  
Cocktail	   1	  	   Tablette	   	   	   	  	   	   	   	   	   	  	  	  
2.10.10 Lösungen	  und	  Puffer	  für	  die	  Histologie	  	  Puffer/Lösung/Substanz	   Menge/Konzentration	   	   	  	   	   	   	  
Citratpuffer	   	   	   	  0,1	  M	  Natriumcitrat	   	  	  	  49	  	   ml	   	  ddH2O	   400	  	   ml	   	  	   	   	   	  Nach	  dem	  Mischen	  wurde	  pH	  7,1-­‐7,3	  mit	  0,1	  M	  Zitronensäure	  eingestellt.	  Dann	  wurde	  mit	  ddH2O	  auf	  500	  ml	  aufgefüllt.	  
	   	   	  
	   	   	   	  	   	   	   	  
Formalin	   	   	   	  Formaldehyd	   4	   %	   	  PBS	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Puffer/Lösung/Substanz	   Menge/Konzentration	   	   	  	   	   	   	  
Methacan	   	   	   	  Methanol	   600	  	   ml	   	  Chloroform	   300	  	   ml	   	  Eisessig	   100	  	   ml	   	  	  	  	  	  
	  
3 Methoden	  	  	  
3.1 Zellkulturtechniken	  
3.1.1 Zellkultivierung	  und	  Behandlung	  Alle	  Zellkulturarbeiten	  wurden	  unter	  Reinluftwerkbänken	  der	  Sicherheitsstufe	  2	  durch-­‐geführt.	  Die	  Zellkultivierung	  erfolgte	  bei	  37°C	  und	  5%	  CO2	  in	  befeuchteten	  Inkubatoren.	  Dabei	   wurden	   ausschließlich	   sterile	   Medien,	   Lösungen	   und	   Arbeitsmaterialien	   ver-­‐wendet.	   Die	   verschiedenen	   Kulturmedien	   für	   die	   in	   dieser	   Arbeit	   verwendeten	   Zellen	  sind	   in	   Abschnitt	   2.8	   aufgeführt.	   Die	   Zelllinien	  wurden	   prinzipiell	   bis	   Passage	   20	   ver-­‐wendet.	  Alle	  verwendeten	  Zellen	  wachsen	  adhärent	  und	  wurden	  bei	  70-­‐90%	  Konfluenz	  passagiert/subkultiviert.	  	  
3.1.2 Subkultivierung	  der	  Zellen	  Zum	  Passagieren	  der	  Zellen	  wurde	  das	  Kulturmedium	  abgesaugt	  und	  die	  Zellen	  einmal	  mit	   PBS	   gewaschen.	   Dann	   wurde	   3	  ml	   Trypsin/EDTA	   zu	   den	   Zellen	   gegeben	   und	   die	  Zellkulturflasche	   für	   2-­‐3	  min	   bei	   37°C	   inkubiert.	   Um	   die	   Zellen	   dann	   endgültig	   vom	  Boden	   der	   Flasche	   zu	   lösen,	   wurde	   gegen	   die	   Flasche	   geklopft.	   Die	   Trypsinreaktion	  wurde	   durch	   Zugabe	   von	   8	  ml	   Kulturmedium	   mit	   FCS	   (enthält	   Trypsininhibitor)	  gestoppt.	   Die	   Zellsuspension	   wurde	   in	   ein	   15	  ml-­‐Falcon	   überführt	   und	   die	   Zellen	   bei	  1250	  U/min	   (Hermle	   Z400K/22108V01)	   für	   5	  min	   pelletiert.	   Das	   Zellpellet	   wurde	   in	  frischem	   Kulturmedium	   aufgenommen	   und	   die	   Zellen	   in	   neuen	   Zellkulturflaschen	  ausgesät,	  sodass	  die	  Zellen	  zu	  etwa	  10%	  konfluent	  waren.	  
	  
3.1.3 Zellzählung	  Die	  Zellzahl	  wurde	  mit	  Hilfe	  einer	  Neubauerkammer	  der	  Abmessung	  0,05	  cm	  x	  0,05	  cm	  x	  0,10	  cm	  (Höhe	  x	  Breite	  x	  Tiefe)	  bestimmt.	  Zuvor	  wurden	  die	  Zellen	  1:1	  mit	  Trypanblau	  verdünnt,	  um	  eventuelle	  tote	  Zellen	  nicht	  mitzuzählen.	  Die	  Anzahl	  n	  der	  Zellen	  wurde	  in	  4	   x	   16	   Quadraten	   unter	   einem	   Durchlichtmikroskop	   ausgezählt.	   Die	   Zellzahl	   pro	   ml	  Medium	  ergibt	  sich	  aus	  folgender	  Formel:	  	  Zellzahl/ml	  =	  (n/4)	  x	  104	  x	  Verdünnungsfaktor	  	  Im	  Falle	  der	  Trypanblaufärbung	  ist	  der	  Verdünnungsfaktor	  2.	  	  
3.1.4 siRNA-­‐Transfektion/CSN5-­‐knockdown	  
Small	   interfering	   RNAs	   (siRNAs)	   sind	   20-­‐25	  Nukleotide	   lange	  RNA-­‐Moleküle.	  Wird	   die	  Produktion	   eines	   Proteins	   gezielt	   ausgeschaltet	   oder	   herunterreguliert,	   um	   seine	  Funktion	  in	  der	  Zelle	  zu	  untersuchen,	  spricht	  man	  von	  „knockdown“.	  Dazu	  wird	  siRNA	  in	  die	  Zelle	  gebracht,	  die	  komplementär	  zu	  der	  Sequenz	  des	  Zielgens	  ist.	  Die	  siRNA	  lagert	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sich	  dann	  an	  die	  mRNA	  des	  Zielproteins	  an	  und	  bewirkt	  so	  den	  Abbau	  der	  mRNA	  durch	  den	   RISC-­‐Komplex	   (RNA-­induced	   silencing	   complex).	   Die	   verfügbare	   Menge	   an	   mRNA	  wird	   somit	   verringert,	   sodass	   das	   Zielprotein	   nur	   noch	   in	   geringen	  Mengen	   oder	   gar	  nicht	  mehr	  produziert	  wird.	  	  	  Um	  die	  siRNA	  in	  die	  Zellen	  zu	  bringen,	  wurde	  Oligofectamin	  verwendet.	  Oligofectamin	  ist	   ein	   liposomenbildendes	   Agenz,	   d.h.	   die	   zu	   transfizierende	   siRNA	   wird	   mit	  kationischen	   Lipiden	   gemischt.	   Es	   bilden	   sich	   dann	  Liposomen	  mit	   siRNA	   im	   Inneren,	  die	  Liposomen	  verschmelzen	  bei	  der	  anschließenden	  Transfektion	  mit	  der	  Zellmembran	  und	  schütten	  ihren	  Inhalt	  in	  das	  Zellinnere	  aus.	  	  Für	  die	  CSN5-­‐knockdown-­‐Experimente	  wurden	  in	  der	  Regel	  80.000	  Zellen	  pro	  well	  in	  24-­‐
well-­‐Platten	  ausgesät.	  Nachdem	  die	  Zellen	  über	  Nacht	  anwachsen	  konnten,	  wurden	  sie	  mittels	  Oligofectamin	  mit	  siRNA	  transfiziert.	  	  Für	   die	   Transfektion	   wurde	   zunächst	   die	   siRNA	   (CSN5-­‐spezifisch	   und	   scrambled	   als	  Kontrolle)	  und	  das	  Oligofectamin	  mit	  RPMI-­‐Medium	  ohne	  jegliche	  Zusätze	  verdünnt:	  Pro	  Ansatz	  1	  µl	  siRNA	  +	  19	  µl	  RPMI	  und	  1,5	  µl	  Oligofectamin	  +	  3,5	  µl	  RPMI.	  Die	  Endkonzen-­‐tration	   der	   siRNA	   ist	   dann	   100	  pmol.	   Die	   Ansätze	   wurden	   dann	   8	  min	   bei	   Raum-­‐temperatur	  stehen	  gelassen.	  Anschließend	  wurde	  die	  Oligofectaminverdünnung	  gleich-­‐mäßig	   auf	   den	   CSN5-­‐spezifischen-­‐	   und	   scrambled-­‐RNA-­‐Ansatz	   verteilt.	   Diese	   RNA-­‐Oligofectamin-­‐Ansätze	   wurden	   weitere	   20	  min	   bei	   Raumtemperatur	   stehen	   gelassen,	  damit	  sich	  die	  Liposomen	  bilden	  können,	  die	  die	  RNA	  schließlich	  in	  die	  Zellen	  bringen.	  	  Nun	  wurde	   das	  Kulturmedium	  von	  den	   Zellen	   entfernt,	   die	   Zellen	  wurden	   einmal	  mit	  RPMI	   ohne	   jegliche	   Zusätze	   gewaschen	   und	   in	   jedes	   well	   wurde	   225	  µl	   RPMI	   ohne	  Zusätze	  gegeben.	  Dann	  wurden	  je	  25	  µl	  der	  RNA-­‐Oligofectamin-­‐Komplexe	  auf	  die	  Zellen	  getropft,	   das	   Ganze	   etwas	   geschwenkt	   und	   für	   4	  h	   in	   den	   Inkubator	   (37°C,	   5%	  CO2)	  gestellt.	   Anschließend	   wurde	   FCS-­‐reiches	   Medium	   zu	   den	   Zellen	   gegeben,	   sodass	   die	  Zellen	  wieder	   ihr	  normales	  Kulturmedium	  mit	  normaler	  FCS-­‐Konzentration	  haben.	  Die	  Transfektionszeit	   betrug	   in	   der	   Regel	   72	   oder	   96	  h.	   Bei	   der	   Optimierung	   der	   siRNA-­‐Transfektionen	  wurden	  auch	  andere	  Transfektionszeiten	  getestet.	  	  
3.1.5 Herstellen	  von	  Zelllysaten	  Um	  Zelllysate	  für	  die	  SDS-­‐PAGE	  herzustellen,	  wurde	  das	  Medium	  von	  den	  Zellen	  entfernt	  und	   je	   nach	   Zellzahl	   100-­‐200	  µl	   Zelllysepuffer	   pro	   well	   zu	   den	   Zellen	   gegeben.	   Die	  Zelllysate	  wurden	  mit	  Hilfe	   einer	  Pipettenspitze	   zusammengekratzt	   und	   in	   ein	  1,5	  ml-­‐Reaktionsgefäß	   überführt.	   Anschließend	   wurden	   die	   Zelllysate	   kurz	   bei	   13.400	  g	  zentrifugiert,	   5	  min	   bei	   95°C	   hitzedenaturiert,	   zur	   Scherung	   der	   DNA	   mit	   Ultraschall	  behandelt	   und	   nochmals	   10	  min	   bei	   13.400	  g	   zentrifugiert.	   Die	   Ultraschallbehandlung	  erfolgte	  für	  10	  min	  im	  Bioruptor	  bei	  4°C	  oder	  es	  wurden	  20	  Pulse	  pro	  Probe	  mit	  einer	  Ultraschallspitze	   (SONIFIER	  Cell	  Disruptor	  B15,	  Branson)	  gegeben.	  Die	  Lysate	  wurden	  direkt	  verwendet	  oder	  bei	  −20°C	  gelagert.	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3.1.6 Kryokonservierung	  von	  Zellen	  Um	   Säugerzellen	   längere	   Zeit	   zu	   erhalten,	   können	   sie	   kryokonserviert	   werden.	   Dazu	  wurden	  die	  Zellen	  in	  ihrem	  normalen	  Kulturmedium,	  aber	  mit	  20%	  FCS	  und	  5%	  DMSO	  versetzt,	  mit	  einer	  Konzentration	  von	  2	  Millionen	  Zellen	  pro	  ml	   resuspendiert.	   Je	  1	  ml	  dieser	   Zellsuspension	   wurde	   in	   ein	   Kryoröhrchen	   pipettiert,	   dieses	   mit	   Zellstoff	  umwickelt	   und	   in	   einer	   Styroporkiste	   24	  h	   bei	   −80°C	   eingefroren.	   Die	   längerfristige	  Lagerung	  erfolgte	  dann	  bei	  −152°C.	  	  Zum	   Auftauen	   der	   Zellen	   wurde	   ein	   Kryoröhrchen	   einige	   Minuten	   in	   ein	   auf	   37°C	  temperiertes	   Wasserbad	   getaucht	   bis	   die	   Zellsuspension	   gerade	   aufgetaut	   war.	   Dann	  wurde	   die	   Zellsuspension	   zügig	   in	   10	  ml	   vorgewärmtes	   Kulturmedium	   überführt	   und	  die	   Zellen	   dann	   5	  min	   bei	   1250	  U/min	   (Hermle	   Z400K/22108V01)	   pelletiert.	   Das	  Einfriermedium	   wurde	   entfernt	   und	   die	   Zellen	   in	   frischem	   Kulturmedium	   in	   einer	  Zellkulturflasche	   ausgesät.	   Nach	   24	  h	   erfolgte	   ein	  Mediumwechsel.	   Die	   Zellen	  wurden	  frühestens	  7-­‐10	  d	  nach	  dem	  Auftauen	  für	  Versuche	  eingesetzt.	  
	  
3.2 Proteinbiochemische	  Techniken	  
3.2.1 Proteinbestimmung	  nach	  Bradford	  Die	  Bestimmung	  von	  Proteinkonzentrationen	  erfolgte	  nach	  Bradford	  (Bradford,	  1976).	  Der	  Bradfordassay	  ist	  ein	  kolorimetrischer	  Proteinassay,	  der	  auf	  der	  Verschiebung	  der	  Absorption	   des	   Farbstoffs	   Coomassie	   Brilliant	   Blau	   beruht.	   Je	  mehr	   Farbstoff-­‐Protein-­‐Komplex	  es	  in	  der	  untersuchten	  Lösung	  gibt,	  desto	  höher	  ist	  die	  Absorption	  bei	  595	  nm	  Wellenlänge.	  Für	  diesen	  Assay	  wurde	  die	  Reaktionslösung	  der	  Firma	  BioRad	  verwendet,	  die	   jeweils	   frisch	  1:5	  mit	  ddH2O	  verdünnt	  wurde.	  Zu	  980	  µl	  des	  verdünnten	  Bradford-­‐reagenz	  wurden	  20	  µl	  Probelösung	  pipettiert,	  dann	  kurz	  gemischt	  und	  5	  min	  bei	  Raum-­‐temperatur	   inkubiert.	   Anschließend	  wurde	   die	   Absorption	   bei	   595	  nm	   gegen	   die	   ent-­‐sprechende	   Referenzlösung	   gemessen	   und	   anhand	   einer	   Eichkurve	   die	   Protein-­‐konzentration	  bestimmt.	  	  
3.2.2 SDS-­‐PAGE	  Zur	   analytischen	   Auftrennung	   von	   Proteinen	   wurde	   die	   Methode	   der	   SDS-­‐Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese	   (SDS-­‐PAGE)	  nach	   Laemmli	   benutzt	   (Laemmli,	   1970).	  Hierbei	  werden	  Proteine	  mit	  SDS	  denaturiert	  und	  durch	  ein	  Polyacrylamidnetz	  und	  ein	  angelegtes	  elektrisches	  Feld	  nach	  ihrer	  Größe	  aufgetrennt.	  Die	  Auftrennung	  erfolgte	  im	  NuPage-­‐System	  von	   Invitrogen.	  Meist	  wurden	  selbstgegossene	  Gele	  mit	  12%	  Trenngel	  und	  4%	  Sammelgel	  mit	  1	  mm	  oder	  1,5	  mm	  Dicke	  und	  10	  oder	  15	  Taschen	  verwendet.	  Teilweise	   wurden	   auch	   vorgefertigte	   Bis-­‐Tris-­‐Gradientengele	   (4-­‐12%)	   der	   Firma	  Invitrogen	  eingesetzt.	  Die	  Proben	  wurden	  wie	  in	  Abschnitt	  3.1.5	  bzw.	  3.8.4	  beschrieben	  vorbereitet.	   Die	   Gele	   wurden	   in	   die	   Elektrophoresekammer	   eingebaut	   und	   diese	   mit	  Laufpuffer	   aufgefüllt.	   Für	   selbstgegossene	   Gele	   wurde	   der	   Laufpuffer	   für	   selbst-­‐gegossene	   Gele	   verwendet,	   für	   die	   Gradientengele	   hingegen	   der	   NuPage	   Laufpuffer.	  Nach	   dem	   Entfernen	   der	   Kämme	   zum	   Gießen	   der	   Gele	   und	   dem	   Durchspülen	   der	  Taschen	   mit	   Laufpuffer	   wurden	   die	   Proben	   in	   die	   Geltaschen	   pipettiert.	   Die	  Elektrophorese	   erfolgte	   für	   selbstgegossene	   Gele	   bei	   160	  V	   beziehungsweise	   für	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Gradientengele	   bei	   200	  V,	   so	   lange	   bis	   die	   Lauffront	   das	   Ende	   des	   Gels	   erreichte.	   Die	  Größenbestimmung	  der	  Proteine	  erfolgte	  mit	  Hilfe	  eines	  mitgeführten	  Proteinstandards.	  Das	   Gel	  wurde	   anschließend	   entweder	   coomassiegefärbt	   oder	   für	   einen	  Western	   Blot	  verwendet.	  	  
3.2.3 Coomassiefärbung	  von	  SDS-­‐Gelen	  Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blau	   ist	   ein	   Farbstoff	   der	   Proteine	   unspezifisch	   anfärbt	   und	   eine	  Detektion	  der	  Proteine	  ab	  einer	  Menge	  von	  0,1	  µg	  Protein	  ermöglicht.	  	  Die	  Gele	  wurden	  aus	  dem	  NuPage-­‐System	  ausgebaut	  und	  in	  eine	  Schale	  mit	  Coomassie-­‐färbelösung	  gelegt.	  Die	  Gele	  wurden	  20	  min	  bei	  Raumtemperatur	  gefärbt.	  Anschließend	  wurden	   sie	   circa	   2	  h	   mit	   Entfärbelösung	   entfärbt	   bis	   die	   Proteine	   als	   blaue	   Banden	  erkennbar	  waren.	  Um	  das	  Ergebnis	  festzuhalten,	  wurde	  ein	  Durchlichtbild	  des	  gefärbten	  Gels	  gemacht.	  	  	  
3.2.4 Western	  Blot	  und	  Immundetektion	  Beim	   Western	   Blot	   werden	   zuvor	   per	   SDS-­‐PAGE	   aufgetrennte	   Proteine	   aus	   einem	  Polyacrylamidgel	   auf	   ein	   Trägermaterial	   (hier	   Nitrocellulose)	   übertragen,	   um	   die	  Proteine	   anschließend	   durch	   Antikörper	   sichtbar	   zu	   machen.	   Hierfür	   wurde	   eine	  Tankblotapparatur	   der	   Firma	   Invitrogen	   (Western	   Blot	   NuPage/X	   Cell	   II	   Blot	   Modul)	  verwendet.	  Blotpads	  und	  Filterpapier	  wurden	  in	  Transferpuffer	  getränkt.	  Dann	  wurden	  Blotpads,	   Filterpapiere,	   Polyacrylamidgel	   und	   Nitrocellulosemembran	   in	   der	   Blot-­‐kammer	  zusammengebaut.	  Die	  Blotkammer	  wurde	  reichlich	  mit	  Transferpuffer	  gefüllt.	  Der	  Proteintransfer	  erfolgte	  dann	  bei	  35	  V	  in	  Eiswasser	  für	  90-­‐120	  min.	  	  Die	   Detektion	   der	   auf	   die	   Nitrocellulosemembran	   geblotteten	   Proteine	   erfolgt	   dann	  durch	   Immunreaktion	   der	   für	   die	   Proteine	   spezifischen	   Antikörper.	   Dazu	   mussten	  zunächst	  die	  unspezifischen	  Bindestellen	  auf	  der	  Membran	  gesättigt	  werden,	  indem	  die	  Membran	   mit	   1%	   BSA-­‐	   oder	   5%	   Milchpulverlösung	   für	   1	  h	   bei	   Raumtemperatur	  geblockt	  wurde.	  Die	  für	  den	  Western	  Blot	  verwendeten	  Antikörper	  und	  die	  verwendeten	  Verdünnungen	  werden	  in	  Abschnitt	  2.5.2	  aufgeführt.	  Die	  Antikörper	  wurden	  in	  1%	  BSA-­‐Lösung	   verdünnt.	   Die	   Membranen	   wurden	   nach	   dem	   Blocken	   für	   mindestens	   2	  h	   bei	  Raumtemperatur	   oder	   über	   Nacht	   bei	   4°C	  mit	   dem	   Primärantikörper	   inkubiert.	   Nach	  dreimal	  zehnminütigem	  Waschen	  mit	  Immunoblotwaschpuffer	  wurden	  die	  Membranen	  mit	   den	   entsprechenden	   Meerrettichperoxidase	   (horse	   radish	   peroxidase/HRP)-­‐konjugierten	  Sekundärantikörpern	  für	  1	  h	  bei	  Raumtemperatur	   inkubiert.	  Es	  folgte	  ein	  weiterer	  Waschschritt	   wie	   oben	   beschrieben.	   Dann	  wurde	   Substrat	   auf	   die	   Membran	  gegeben,	   um	   den	   peroxidasegekoppelten	   Zweitantikörper	   per	   ECL-­‐System	   (enhanced	  
chemiluminescence)	   zu	  detektieren.	  Die	  Detektion	  der	  Chemilumineszenz	  erfolgte	  über	  ein	  computergestütztes	  Kamerasystem	  (Las	  3000	  Image	  Reader).	  Mit	  Hilfe	  der	  Software	  AIDA	  (Raytest	   Isotopen	  GmbH)	  wurden	  die	  Banden	  densitometrisch	  vermessen.	  Dabei	  wurden	  die	  Werte	  für	  die	  Proteinbanden	  in	  der	  Regel	  über	  die	  Werte	  der	  Aktinbanden	  abgeglichen,	  um	  eventuelle	  Gelbeladungsunterschiede	  auszugleichen.	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3.2.5 Regeneration	  von	  Nitrocellulosemembranen	  („Strippen“)	  Um	   Blotmembranen	   mehrfach	   zu	   detektieren,	   können	   bereits	   gebundene	   Antikörper	  durch	   so	  genanntes	   „stripping“	  wieder	  entfernt	  werden.	  Dazu	  wurden	  die	  Membranen	  10-­‐15	  min	   lang	   bei	   einer	   Temperatur	   von	   50°C	   in	   Strippingpuffer	   inkubiert.	   Nach	  mehrmaligem	   Waschen	   mit	   Immunoblotwaschpuffer	   wurden	   die	   Bindungsstellen	   auf	  der	  Membran	   erneut	  mit	   1%	   BSA	   abgesättigt,	   indem	   die	   Blotmembranen	   1	  h	  mit	   1%	  BSA-­‐Lösung	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert	   wurden.	   Dann	   konnten	   weitere	   Proteine	  detektiert	  werden.	  
	  
3.3 BrdU-­‐Assay/Cell	  Proliferation	  ELISA	  Bromdesoxyuridin	   (BrdU)	   ist	   ein	   Analogon	   des	   Thymidins	   und	   kann	   von	  proliferierenden	   Zellen	   während	   der	   S-­‐Phase	   in	   ihre	   DNA	   eingebaut	   werden.	   Das	  eingebaute	  BrdU	  kann	  dann	  später	  durch	  spezifische	  Antikörper	  detektiert	  und	  so	  eine	  Proliferation	  der	  Zellen	  nachgewiesen	  werden.	  	  Um	   die	   Zellproliferation	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   zu	   untersuchen,	   wurden	   zunächst	  200.000	  Zellen/well	   in	  24-­‐well-­‐Platten	  ausgesät	  und	  über	  Nacht	  bei	  37°C	  und	  5%	  CO2	  anwachsen	  gelassen.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurden	  die	  Zellen	  dann	  mit	   siRNA	   transfiziert,	  um	   eine	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   in	   den	   Zellen	   zu	   erreichen.	   Dabei	  wurden	   je	   zwei	  
wells	  identisch	  behandelt.	  72	  h	  nach	  der	  Transfektion	  wurden	  die	  Zellen	  dann	  mit	  8000	  Zellen/well	  in	  eine	  96-­‐well-­‐Platte	  umgesetzt.	  Dabei	  wurden	  die	  Zellen	  aus	  jedem	  well	  der	  24-­‐well-­‐Platte	   getrennt	   gezählt	   und	   ausgesät.	   Je	   drei	  wells	   der	   96-­‐well-­‐Platte	   wurden	  identisch	  behandelt,	  es	  erfolgte	  also	  eine	  Dreifachbestimmung.	  Die	  Zellen	  konnten	  über	  Nacht	  adhärieren.	  Am	  nächsten	  Morgen	  wurde	  das	  Medium	  gewechselt,	  sodass	  nur	  noch	  0,5%	  FCS	  im	  Medium	  vorhanden	  war.	  6	  h	  später	  wurde	  dann	  BrdU	  wie	  vom	  Hersteller	  des	  Cell	  Proliferation	  ELISA	  BrdU	  Assays	  beschrieben	  zu	  den	  Zellen	  gegeben.	  Die	  Zellen	  hatten	  dann	  4	  h	  Zeit	  das	  BrdU	  einzubauen.	  Das	  Medium	  wurde	  von	  den	  Zellen	  entfernt	  und	   die	   Platte	   kurz	   trocknen	   gelassen.	   Die	   Detektion	   des	   in	   den	   Zellen	   eingebauten	  BrdUs	  wurde	  dann	  wie	  vom	  Hersteller	  beschrieben	  durchgeführt.	  Hier	  wird	  daher	  nur	  eine	  kurze	  Zusammenfassung	  des	  Assays	  gegeben:	  Zuerst	  wurden	  die	  Zellen	  30	  min	  bei	  Raumtemperatur	  mit	  FixDenat	  fixiert	  und	  das	  BrdU	  freigelegt,	  sodass	  ein	  Antikörper	  das	  BrdU	   erkennen	   und	   binden	   konnte.	   Das	   FixDenat	   wurde	   durch	   Ausklopfen	   entfernt.	  Dann	   wurde	   die	   Platte	   bei	   Raumtemperatur	   90	  min	   mit	   anti-­‐BrdU-­‐POD-­‐Antikörperlösung	   inkubiert,	   es	   konnte	  nun	   also	   ein	  peroxidasegekoppelter	  Antikörper	  an	   das	   BrdU	   binden,	   das	   die	   Zellen	   zuvor	   eingebaut	   haben.	   Der	   nicht-­‐gebundene	  Antikörper	  wurde	  durch	  Waschen	  entfernt.	  Dann	  wurde	  Substrat	  in	  die	  Platte	  gegeben.	  Nach	  einigen	  Minuten	  Inkubation	  bei	  Raumtemperatur	  wurde	  die	  Farbreaktion	  mit	  1	  M	  H2SO4	  gestoppt.	  Der	  ELISA	  wurde	  bei	  450	  nm	  Wellenlänge	  im	  Viktor	  Multilabel	  Counter	  ausgelesen.	   Parallel	   wurden	   Zelllysate	  mit	   siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   hergestellt	   und	  per	   SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert,	   um	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Effektivität	   zu	  bestimmen.	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3.4 Apoptoseassays	  Die	  Apoptose	  ist	  eine	  Form	  des	  programmierten	  Zelltods.	  Die	  Apoptose	  ist	  sehr	  wichtig	  bei	  der	  Entwicklung	  von	  Organismen	  oder	  zum	  Beispiel	  zur	  Eliminierung	  von	  entarteten	  Zellen.	  	  Um	   den	   Effekt	   von	   CSN5	   auf	   die	   Apoptose	   bei	   Zellen	   zu	   untersuchen,	   wurde	   auf	  vielfältige	   Weise	   versucht,	   Zellen	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   in	   Apoptose	   zu	   bringen	   und	  diese	  quantitativ	  zu	  bestimmen.	  	  
3.4.1 Apoptoseinduktion	  durch	  Topoisomeraseinhibitoren	  Etoposid	   ist	   ein	  Topoisomerase	   II-­‐Inhibitor.	   Topoisomerasen	   II	   schneiden	   beide	  DNA-­‐Stränge	   simultan,	  um	  DNA	  zu	  entwinden.	  Etoposid	  bildet	   einen	   ternären	  Komplex	  mit	  der	  DNA	  und	  verhindert	  so	  die	  Religation	  der	  DNA-­‐Stränge	  nach	  dem	  Schneiden	  durch	  Topoisomerasen	  II.	  Das	  führt	  zu	  fehlerhafter	  DNA-­‐Synthese	  und	  fördert	  somit	  die	  Apop-­‐tose	  von	  Zellen.	  	  Camptothecin	   ist	  ein	  Topoisomerase	   I-­‐Inhibitor.	  Einige	  seiner	  Derivate,	   z.B.	  Topotecan	  oder	   Irinotecan	   werden	   heute	   als	   Krebsmedikamente	   eingesetzt.	   Topoisomerasen	   I	  schneiden	  einen	  Strang	  doppelsträngiger	  DNA,	  entspannen	  so	  den	  Strang	  und	  religieren	  ihn	  wieder.	  Camptothecin	  bindet	  an	  den	  Topoisomerase	  I-­‐DNA-­‐Komplex	  und	  verhindert	  so	  die	  DNA-­‐Religation.	  Das	  führt	  zu	  DNA-­‐Schäden	  und	  induziert	  letztendlich	  Apoptose	  in	  den	  Zellen.	  	  Je	  nach	  verwendeter	  Zelllinie	  wurden	  verschiedene	  Etoposid-­‐	  bzw.	  Camptothecindosen	  ausprobiert,	  um	  eine	  möglichst	  gute	  Apoptoserate	  zu	  erzielen.	  Bei	  HT29-­‐Zellen	  wurden	  2-­‐8	  µg/ml	  Camptothecin	  für	  2-­‐16	  h	  oder	  50-­‐100	  µM	  Etoposid	  für	  2-­‐48	  h	  verwendet.	  Für	  SW480-­‐Zellen	   wurden	   4-­‐50	  µg/ml	   Camptothecin	   für	   7-­‐24	  h	   oder	   100	  µM	  –	  1	  mM	  Etoposid	   für	  24	  h	  eingesetzt.	   Für	  HCT116-­‐Zellen	  wurden	  0,45	  µM	  Camptothecin	   für	  4-­‐48	  h	   oder	   400-­‐500	  µM	   Etoposid	   für	   4-­‐48	  h	   getestet.	   Bei	   den	   HCT116-­‐Zellen	   wurden	  später	  in	  der	  Regel	  500	  µM	  Etoposid	  für	  24	  h	  zur	  Apoptoseinduktion	  verwendet.	  Da	  die	  Topoisomeraseinhibitoren	   in	   DMSO	   gelöst	   wurden,	   wurde	   jeweils	   das	   entsprechende	  DMSO-­‐Volumen	  als	  Kontrolle	  zu	  den	  Zellen	  gegeben.	  Zur	  Analyse	  der	  Apoptose	  kamen	  verschiedene	   Methoden	   zum	   Einsatz,	   die	   in	   den	   Abschnitten	   3.4.3-­‐3.4.6	   beschrieben	  sind.	  	  
3.4.2 Apoptoseinduktion	  durch	  UV-­‐Licht	  UV-­‐Licht	   kann	   zu	  DNA-­‐Schäden	   in	   Zellen	   führen,	   so	   binden	   zum	  Beispiel	   benachbarte	  Thyminbasen	   nach	   UV-­‐Bestrahlung	   aneinander	   und	   binden	   nicht	   mehr	   die	  komplementäre	   Base	   im	   DNA-­‐Strang.	   Diese	   Thymindimere	   führen	   zu	   Fehlern	   bei	   der	  DNA-­‐Replikation	  und	  somit	  zu	  Mutationen.	  Diese	  DNA-­‐Schäden	  können	  letztendlich	  zu	  Apoptose	  der	  Zellen	  führen.	  	  Für	  die	  UV-­‐Behandlung	  wurden	  200.000	  Zellen	  pro	  well	   in	  6-­‐well-­‐Platten	  ausgesät	  und	  über	  Nacht	  kultiviert.	  Nach	  Entfernen	  des	  Kulturmediums	  wurde	  pro	  well	  2	  ml	  warmes	  PBS	   zu	   den	   Zellen	   gegeben.	   Dann	  wurden	   die	   Zellen	  mit	   50	  mJ/cm2	   oder	   100	  mJ/cm2	  UV-­‐Licht	   bestrahlt.	   Nach	   Entfernen	   des	   PBS	   wurden	   die	   Zellen	   wieder	   mit	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Kulturmedium	  versorgt	  und	  weitere	  1,	  4	  oder	  24	  h	  kultiviert.	  Die	  Apoptoserate	  wurde	  dann	  mittels	  des	  Caspase	  3-­Assays	  untersucht.	  	  
3.4.3 Annexin	  V-­‐	  und	  PI-­‐Färbung	  	  In	  den	  frühen	  Phasen	  der	  Apoptose	  kommt	  es	  zu	  Änderungen	  an	  der	  Zelloberfläche.	  Eine	  dieser	  Veränderungen	  ist	  die	  Translokation	  von	  Phosphatidylserin	  aus	  dem	  inneren	  Teil	  der	   Plasmamembran	   in	   die	   äußere	   Schicht,	   sodass	   Phosphatidylserin	   an	   der	  Zelloberfläche	   zu	   finden	   ist.	   Makrophagen	   erkennen	   Phosphatidylserin	   an	   der	   Zell-­‐oberfläche	   und	   können	   apoptotische	   Zellen	   daraufhin	   phagozytieren.	   So	   wird	   das	  umliegende	   Gewebe	   vor	   Zellbestandteilen	   und	   einer	   resultierenden	   Entzündung	  geschützt.	  Das	  an	  der	  Oberfläche	  liegende	  Phosphatidylserin	  kann	  mit	  Hilfe	  von	  Annexin	  
V	  Fluorescein	  analysiert	  werden.	  Eine	  Propidiumiodidfärbung	  dient	  als	  Gegenfärbung.	  	  	  Für	   diesen	   Assay	   wurde	   das	   Annexin	   V	   Fluos	   Staining	   Kit	   von	   Roche	   eingesetzt.	   Es	  wurden	   200.000	   Zellen	   pro	   well	   in	   eine	   24-­‐well-­‐Platte	   ausgesät	   und	   über	   Nacht	  kultiviert.	   Am	   nächsten	   Tag	   wurden	   die	   Zellen	   für	   den	   CSN5-­knockdown	   mit	   siRNA	  transfiziert.	   72	  h	   nach	  der	  Transfektion	  wurden	  die	   Zellen	   dann	   für	   4,5	  h	  mit	   2	  µg/ml	  Camptothecin	   oder	   dem	   entsprechenden	   Volumen	   an	   DMSO	   behandelt.	   Anschließend	  wurde	  das	  Medium	  entfernt	  und	  100	  µl/well	  Annexin	  V	  Fluos	   labeling	  solution	  aus	  dem	  
Annexin	  V	  Fluos	  Staining	  Kit	  zugegeben.	  Nach	  15	  min	   Inkubation	  wurde	  die	  Annexin	  V-­‐Lösung	  abgesaugt,	  die	  Zellen	  wurden	  mit	  PBS/EDTA	  von	  der	  Platte	  gelöst	  und	  in	  FACS-­‐Röhrchen	  umgefüllt.	  Die	  Proben	  wurden	  dann	  am	  FACS-­‐Gerät	  gemessen.	  Dabei	  dienten	  unbehandelte	  Zellen	  zum	  Einstellen	  der	  Population.	  Es	  wurden	   je	  Probe	  10.000	  Zellen	  gezählt.	   Die	   Annexinfärbung	  wird	   im	   Grünkanal	   sichtbar,	   Propidiumiodid	   dagegen	   im	  Rotkanal.	  Vor	  der	  Messung	  können	  die	  Zellen	  mit	  3,6%	  Paraformaldehyd	  fixiert	  und	  so	  kurzzeitig	  bei	  4°C	  gelagert	  werden.	  Die	  Auswertung	  der	  Daten	  erfolgte	  mit	  der	  Software	  
Win	  MDI.	  
	  
3.4.4 Hoechstfärbung	  Hoechst	  33342	  ist	  ein	  Farbstoff,	  der	  DNA	  anfärbt,	  und	  wird	  häufig	  zur	  Sichtbarmachung	  von	   Zellkernen	   eingesetzt.	   Der	   Fluoreszenzfarbstoff	   wird	   durch	   ultraviolettes	   Licht	  (350	  nm	  Wellenlänge)	  angeregt	  und	  emittiert	  dann	  blaues	  Licht.	  Mit	  Hoechst-­‐gefärbten	  Zellkernen	  lässt	  sich	  beurteilen,	  ob	  eine	  Zelle	  sich	  gerade	  teilt	  (Metaphase),	  oder	  ob	  eine	  Zelle	  sich	  gerade	  in	  Apoptose	  befindet.	  	  	  Bei	   diesem	  Assay	  wurden	   200.000	   Zellen	   pro	  well	   auf	   Deckgläschen	   in	   6-­‐well-­‐Platten	  ausgesät	  und	  über	  Nacht	  in	  normalem	  Kulturmedium	  anwachsen	  gelassen.	  Am	  nächsten	  Tag	   wurden	   die	   Zellen	   dann	   wie	   oben	   beschrieben	   mit	   siRNA	   transfiziert,	   um	   einen	  
CSN5-­‐knockdown	   zu	   erreichen.	  Nach	  96	  h	  wurden	   aus	   einem	  Teil	   der	  Zellen	  Zelllysate	  hergestellt	   und	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert,	   um	   die	   knockdown-­‐Effektivität	  zu	  überprüfen.	  Die	  anderen	  Zellen	  wurden	  für	  die	  Hoechstfärbung	  genutzt:	  Das	  Kulturmedium	  wurde	  entfernt,	  die	  Zellen	  einmal	  mit	  Medium	  gewaschen	  und	  dann	  je	   well	   2,5	  ml	   Kulturmedium	   mit	   4	  µg/ml	   Camptothecin	   zugegeben.	   Nach	   7	  h	   im	  Inkubator	   (37°C,	   5%	  CO2)	  wurden	   die	   Zellen	  mit	   3,6%	  Paraformaldehyd	   (PFA)	   fixiert	  und	  mit	   Hoechst	   gefärbt.	   Dafür	  wurden	   zunächst	   14	  ml	   3,6%	   PFA	   und	   3,8	  µl	   Hoechst	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33342	  gemischt	  und	  nach	  Absaugen	  des	  Mediums	  wurde	   je	  1	  ml	  dieser	  Fixier-­‐/Färbe-­‐lösung	  auf	  die	  Zellen	  gegeben.	  Die	  Fixierung	  erfolgte	  dann	  20	  min	   lang	  bei	  37°C.	  Nach	  Entfernen	   des	   PFA-­‐Gemischs	   wurde	   pro	  well	   1	  ml	   PBS	   zu	   den	   Zellen	   gegeben.	   Dann	  wurde	  ein	  wenig	  Fluoromount-­‐G	  auf	  die	  Objektträger	  getropft	  und	  die	  Deckgläschen	  mit	  den	  fixierten	  und	  gefärbten	  Zellen	  wurden	  aufgeklebt.	  Die	  Analyse	  und	  Beurteilung	  der	  angefärbten	  Zellen	  erfolgte	  mit	  Hilfe	  eines	  Fluoreszenzmikroskops.	  	  
3.4.5 Cell	  Death	  Detection	  ELISA	  Es	   werden	   zwei	   Arten	   von	   Zelltod	   nach	   morphologischen	   und	   biochemischen	  Gesichtspunkten	   voneinander	   unterschieden:	   Nekrose	   und	   Apoptose.	   Die	   Nekrose	   ist	  mit	   einer	   erhöhten	   Ionenpermeabilität	   der	   Plasmamembran	   verbunden.	   Die	   Zellen	  beginnen	   zu	   schwellen	   und	   lysieren	   binnen	   kurzer	   Zeit	   (Osmolyse).	   Die	   Apoptose	   ist	  hingegen	   unter	   anderem	   durch	   bläschenförmige	   Ausstülpungen	   der	   Plasmamembran	  (Zeiose),	   Kondensation	   des	   Zytoplasmas	   und	   Aktivierung	   einer	   endogenen	   Endo-­‐nuklease	   charakterisiert.	   Diese	   Ca2+-­‐	   und	  Mg2+-­‐	   abhängige	   Nuklease	   spaltet	   den	   DNA-­‐Doppelstrang	  in	  den	  leicht	  zugänglichen	  Linker-­‐Regionen	  zwischen	  den	  Nukleosomen	  in	  Mono-­‐	  und	  Oligonukleosomen.	  Die	  DNA	  in	  den	  Nukleosomen	  ist	  hingegen	  mit	  den	  Core-­‐Histonen	  H2A,	  H2B,	  H3	  und	  H4	  eng	  assoziiert	  und	  deshalb	  vor	  der	  Spaltung	  durch	  die	  Endonuklease	  geschützt.	  Daher	  ist	  nach	  Extraktion	  und	  Separation	  der	  DNA	  die	  für	  die	  Apoptose	   typische	   „DNA-­‐Leiter“	   im	   Agarosegel	   zu	   erkennen,	   ein	   Muster	   von	   DNA-­‐	  Fragmenten	   mit	   einer	   Länge	   von	   circa	   180	  bp	   und	   dem	   Vielfachen	   von	   180	  bp.	   Die	  Plasmamembran	   der	   Zellen	   bleibt	   in	   diesem	   frühen	   Stadium	   der	   Apoptose	   intakt.	   Es	  kommt	   zur	   Anreicherung	   der	   Mono-­‐	   und	   Oligonukleosomen	   im	   Zytoplasma	   der	  sterbenden	  Zelle.	  	  Der	   verwendete	   Test	   basiert	   auf	   dem	   quantitativen	   Sandwich-­‐Enzym-­‐Immunoassay-­‐Prinzip	   unter	   Verwendung	   von	   zwei	   monoklonalen	   Antikörpern	   aus	   der	   Maus	   gegen	  DNA	   und	   Histon.	   Dies	   ermöglicht	   den	   spezifischen	   Nachweis	   von	   Mono-­‐	   und	   Oligo-­‐nukleosomen	  in	  der	  zytoplasmatischen	  Fraktion	  von	  Zelllysaten.	  	  Im	   ersten	   Inkubationsschritt	  wird	   Anti-­‐Histon	   adsorptiv	   an	   der	  Wand	   der	  Mikrotiter-­‐platte	  fixiert	  und	  anschließend	  werden	  unspezifische	  Bindungsstellen	  auf	  der	  Wand	  mit	  Inkubationspuffer	   (Blockierungslösung)	   abgesättigt.	   Im	   zweiten	   Inkubationsschritt	  werden	  die	  in	  der	  Probe	  enthaltenen	  Nukleosomen	  über	  ihren	  Histonanteil	  von	  dem	  an	  der	  Wand	   immobilisierten	  Anti-­‐Histon	  gebunden.	   Im	  dritten	   Inkubationsschritt	  bindet	  Anti-­‐DNA-­‐Peroxidase	   (POD)	   an	   den	   DNA-­‐Anteil	   der	   Nukleosomen.	   Nach	   Auswaschen	  des	   nicht	   gebundenen	   Peroxidasekonjugates	   wird	   der	   Anteil	   der	   im	   Immunkomplex	  fixierten	   Peroxidase	   mit	   ABTS	   (2,2’-­‐Azino-­‐di-­‐[3-­‐ethylbenzthiazolinsulfonat])	   als	   Sub-­‐strat	   photometrisch	   bestimmt.	   Der	   anti-­‐Histon-­‐Antikörper	   bindet	   an	   die	   Histone	   H1,	  H2A,	  H2B,	  H3	  und	  H4	  verschiedener	  Spezies	  und	  der	  anti-­‐DNA-­‐POD-­‐Antikörper	  bindet	  an	   einzel-­‐	   und	   doppelsträngige	   DNA.	   Der	   ELISA	   ermöglicht	   also	   den	   Nachweis	   von	  Mono-­‐	   und	   Oligonukleosomen	   und	   kann	   dazu	   verwendet	   werden,	   den	   apoptotischen	  Zelltod	  zu	  bestimmen.	  	  Für	   diesen	   Apoptosetest	   wurden	   200.000	   Zellen	   pro	  well	   in	   24-­‐well-­‐Platten	   ausgesät,	  über	   Nacht	   kultiviert,	   mit	   siRNA	   transfiziert	   und	   mit	   verschiedenen	   Topoisomerase-­‐inhibitorkonzentrationen	  behandelt.	  Zur	  Analyse	  der	  induzierten	  Apoptose	  wurde	  dann	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ein	  Cell	  Death	  Detection	  ELISA	  von	  Roche	  durchgeführt.	  Dazu	  wurde	  das	  Kulturmedium	  von	   den	   Zellen	   entfernt	   und	   diese	   mit	   500	  µl/well	   Inkubationspuffer	   für	   30	  min	   bei	  Raumtemperatur	  lysiert.	  Das	  Zelllysat	  wurde	  in	  Reaktionsgefäße	  überführt	  und	  10	  min	  bei	  20.000	  g	  zentrifugiert.	  Der	  Überstand	  wurde	  in	  ein	  neues	  Reaktionsgefäß	  überführt	  und	  konnte	  zwischenzeitlich	  bei	  −20°C	  gelagert	  werden.	  Nach	  Herstellerangaben	  wur-­‐den	  Mikrotiter-­‐wells	   für	  den	  ELISA	  vorbereitet.	   Zunächst	  wurde	  die	  Platte	  mit	  100	  µl/	  
well	   anti-­‐Histon-­‐Antikörper-­‐Lösung	   über	   Nacht	   bei	   4°C	   beschichtet.	   Am	   nächsten	   Tag	  wurde	   die	   Platte	   ausgeklopft	   und	   mit	   200	  µl/well	   Inkubationspuffer	   für	   30	  min	   bei	  Raumtemperatur	  inkubiert.	  Währenddessen	  wurden	  die	  Zelllysate	  im	  Verhältnis	  1:5	  mit	  Inkubationspuffer	   verdünnt.	   Nach	   dreimaligem	   Waschen	   der	   Platte	   mit	   Waschpuffer	  wurden	  100	  µl	  verdünnte	  Proben	  im	  Doppelansatz	  aufgetragen.	  Nach	  90	  min	  Inkubation	  bei	  Raumtemperatur	  wurde	  die	   Platte	   nochmals	   dreifach	   gewaschen.	  Dann	  wurde	  die	  Platte	  mit	  100	  µl/well	  Konjugatlösung	  (anti-­‐DNA,	  peroxidasegekoppelt)	  beschichtet	  und	  90	  min	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert.	   Nach	   drei	   weiteren	   Waschschritten	   wurde	  100	  µl/well	  Substratlösung	  zugegeben	  und	  nach	  10-­‐20	  min	  Inkubation	  wurde	  die	  Platte	  bei	  einer	  Wellenlänge	  von	  405	  nm	  im	  Viktor	  1420	  Multilabel	  Counter	  ausgelesen.	  	  
3.4.6 Caspase	  3-­‐Assay	  Eine	  weitere	  Methode,	  um	  das	  Ausmaß	  der	  Apoptose	  zu	  messen,	  ist	  die	  Bestimmung	  der	  Menge	   an	   Caspase	   3,	   einer	   Apoptoseeffektorcaspase.	   Dazu	   wurde	   der	   Caspase-­3-­
Colorimetric-­Assay	   von	   R&D	   Systems	   eingesetzt.	   Für	   diesen	   Versuch	   wurden	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  eingesetzt.	  Es	  wurden	  80.000	  Zellen	  pro	  well	  in	  eine	  24-­‐well-­‐Platte	  ausgesät	  und	  über	  Nacht	  anwachsen	  gelassen.	  Am	  nächsten	  Morgen	  wurden	  die	  Zellen	  dann	  zwecks	  CSN5-­‐knockdown	  mit	  siRNA	  transfiziert.	  48	  h	  nach	  der	  Transfektion	   wurde	   dann	   500	  µM	   Etoposid	   bzw.	   das	   gleiche	   Volumen	   an	   DMSO	   als	  Kontrolle	  zu	  den	  Zellen	  pipettiert,	  um	  Apoptose	  zu	  induzieren.	  24	  h	  später	  wurde	  dann	  aus	   einem	  Teil	   der	   Zellen	   Zelllysate	   für	   SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	   gemacht,	   um	  die	  
CSN5-­‐knockdown-­‐Effektivität	  zu	  bestimmen.	  Zum	  anderen	  Teil	  der	  wells	  wurde	   jeweils	  120	  µl	  Lysepuffer	  aus	  dem	  Kit	  gegeben.	  Der	  Caspase	  3-­Assay	  erfolgte	  nach	  Anleitung	  des	  Herstellers,	  deswegen	  wird	  an	  dieser	  Stelle	  nur	  eine	  Kurzbeschreibung	  gegeben:	  Je	  50	  µl	  Zelllysat	   wurden	   in	   eine	   96-­‐well-­‐Platte	   pipettiert,	   dabei	   wurde	   jede	   Probe	   doppelt	  aufgetragen.	  Dazu	  wurden	  je	  50	  µl	  2	  x	  Reaction	  Buffer	  gegeben,	  der	  vorher	  mit	  frischem	  DTT	  versetzt	  wurde	  (10	  µl	  DTT/1	  ml	  2x	  Reaction	  Buffer).	  Dann	  wurden	  5	  µl	  Caspase	  3-­
colorimetric	   substrate	   in	   jedes	  well	   gegeben.	   Im	   Anschluss	   wurde	   die	   Platte	   1-­‐2	  h	   bei	  37°C	  inkubiert	  und	  anschließend	  im	  Viktor	  1420	  Multilabel	  Counter	  bei	  405	  nm	  Wellen-­‐länge	  ausgelesen.	  
	  
3.5 huMIF-­‐ELISA	  Der	   huMIF-­‐ELISA	   ist	   ein	   Sandwich-­‐ELISA,	   der	   es	   erlaubt,	   die	   Konzentrationen	   von	  humanem	  MIF	  (huMIF)	  in	  Proben,	  zum	  Beispiel	  Zellüberständen,	  zu	  bestimmen.	  	  Die	   ELISA-­‐Platte	  wurde	   zunächst	  mit	   100	  µl/well	   Primärantikörperlösung	   beschichtet,	  mit	  Folie	  verschlossen	  und	  über	  Nacht	  bei	  Raumtemperatur	  inkubiert.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurde	  die	  Platte	  dann	  dreimal	  mit	  Waschpuffer	  gewaschen	  und	  kräftig	  ausgeklopft,	  um	  letzte	  Waschpufferreste	  zu	  entfernen.	  Dann	  wurde	  je	  300	  µl	  Blockinglösung	  in	  die	  Platte	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gegeben	   und	   1	  h	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert.	   Anschließend	   wurde	   die	   Platte,	   wie	  oben	   beschrieben,	   dreimal	   gewaschen,	   bevor	   je	   100	  µl	   MIF-­‐Standard	   (0-­‐200	  ng/ml	  Endkonzentration)	  bzw.	  die	  Proben	  aufgetragen	  wurden.	  Sind	  MIF-­‐Konzentrationen	   in	  den	  Proben	   zu	  erwarten,	  die	  höher	   als	  der	   Standard	   sind,	   sollten	  die	  Proben	  vor	  dem	  Auftragen	  mit	  Probenpuffer	  verdünnt	  werden.	  Die	  Platte	  wurde	  nach	  dem	  Auftragen	  der	  Proben	  mit	  Folie	   versiegelt	  und	  2	  h	  bei	  Raumtemperatur	   inkubiert.	  Nach	  dreimaligem	  Waschen	   wurden	   nun	   je	   100	  µl	   Sekundärantikörperlösung	   aufgetragen.	   Die	   Platte	  wurde	  mit	   Folie	   verschlossen	   und	   erneut	   2	  h	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert.	   Danach	  wurde	  die	  Platte	  abermals	  gewaschen.	  Nun	  wurde	  die	  Platte	  mit	  je	  100	  µl	  Streptavidin-­‐POD-­‐Lösung	   beschichtet,	   mit	   Folie	   verschlossen	   und	   20	  min	   bei	   Raumtemperatur	  inkubiert.	  Nach	  einem	  weiteren	  Waschschritt	  wurden	  100	  µl/well	  Substratlösung	  in	  die	  Platte	   gegeben	   und	   bei	   Raumtemperatur	   im	   Dunkeln	   10-­‐20	  min	   inkubiert	   bis	   die	  Färbung	  die	  richtige	  Stärke	  erreicht	  hatte.	  Dann	  wurde	  die	  Farbreaktion	  mit	  50	  µl/well	  Stopplösung	  abgestoppt	  und	  im	  Viktor	  1420	  Multilabel	  Counter	  bei	  450	  nm	  Wellenlänge	  ausgelesen. Aus	   den	   MIF-­‐Standards	   wurde	   eine	   Standardgerade	   erstellt,	   die	   eine	  Abschätzung	   der	   MIF-­‐Konzentration	   in	   den	   Proben	   erlaubte.	   Proben	   und	   Standards	  wurden	  in	  Duplikaten	  oder	  Triplikaten	  gemessen	  und	  die	  Mittelwerte	  berechnet.	  
	  
3.6 RNA-­‐Isolation,	  cDNA-­‐Synthese	  und	  quantitative	  RT-­‐PCR	  
3.6.1 RNA-­‐Isolation	  aus	  Zellen	  Für	  diesen	  Versuch	  wurden	  200.000	  Zellen	  pro	  well	  in	  eine	  24-­‐well-­‐Platte	  ausgesät.	  Die	  Zellen	  wurden	  mit	  siRNA	  transfiziert.	  Nach	  96	  beziehungsweise	  120	  h	  Transfektionszeit	  wurde	  RNA	  aus	  den	  Zellen	  isoliert,	  um	  die	  Genexpression	  per	  real	  time-­‐PCR	  analysieren	  zu	   können.	   Dazu	   wurde	   das	   Kulturmedium	   von	   den	   Zellen	   entfernt	   und	   es	   wurden	  250	  µl	  Trizol	  pro	  well	   zu	  den	  Zellen	  gegeben.	  Diese	  Trizol-­‐Zell-­‐Mischung	  wurde	   in	   ein	  Reaktionsgefäß	   überführt.	   5	  min	   später	   wurden	   50	  µl	   Chloroform	   zugegeben.	   Nach	  kräftigem	  Schütteln	  wurde	  die	  Mischung	  2-­‐3	  min	  bei	  Raumtemperatur	  stehen	  gelassen.	  Dann	  wurden	  die	  Proben	  15	  min	  bei	  4°C	  und	  maximal	  12.000	  g	  zentrifugiert.	  Die	  obere	  klare	  Phase	  wurde	   in	   ein	  neues	  Reaktionsgefäß	  überführt	  und	  mit	  125	  µl	   Isopropanol	  versetzt.	  Nach	  einer	  zehnminütigen	  Inkubation	  bei	  Raumtemperatur	  wurden	  die	  Proben	  erneut	  10	  min	  bei	  4°C	  und	  maximal	  12.000	  g	  zentrifugiert.	  Die	  Pellets	  wurden	  mit	  300	  µl	  75%igem	   Ethanol	   gewaschen,	   kurz	   getrocknet	   und	   in	   20	  µl	   RNase-­‐freiem	   Wasser	  resuspendiert.	  Die	  RNA	  wurde	  danach	  10	  min	  auf	  55-­‐60°C	  erhitzt.	  Anschließend	  wurden	  die	  RNA-­‐Konzentration	  und	  die	  RNA-­‐Reinheit	  im	  Nanodrop-­Spektrophotometer	  ND-­1000	  bestimmt.	  	  
	  
3.6.2 RNA-­‐Isolation	  aus	  Mausgewebe	  RNA	   kann	   nicht	   nur	   aus	   einzelnen	   Zellen,	   sondern	   auch	   aus	   Gewebestücken,	   die	   zum	  Beispiel	   in	   den	   verschiedenen	   in	   vivo-­‐Experimenten	   gesammelt	   wurden,	   gewonnen	  werden.	  	  	  Vor	  der	  RNA-­‐Isolation	  wurden	  der	  Arbeitsplatz	  und	  alle	  Gerätschaften,	  z.B.	  Pipetten	  und	  Reaktionsgefäßständer,	  mit	  RNaseZap	  behandelt,	  um	  die	  Gefahr	  der	  Kontamination	  der	  Proben	  mit	  RNasen	  möglichst	  gering	  zu	  halten.	  Zudem	  wurden	  nach	  Möglichkeit	  RNase-­‐
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freie	   Chemikalien,	   Lösungen	   und	   Reaktionsgefäße	   verwendet.	   In	   einem	   2	  ml-­‐Reaktionsgefäß	   wurde	   die	   Hälfte	   der	   erforderlichen	   Trizolmenge	   vorgelegt	   und	   das	  noch	   gefrorene	   Gewebestück	   zugegeben.	   Das	   Gewebe	   wurde	   zügig	   mit	   einem	   elek-­‐trischen	   Homogenisator	   (Tissue	   Tearor,	   Biospec)	   homogenisiert,	   bevor	   die	   restliche	  Trizolmenge	  zugegeben	  wurde.	  Die	  Trizolmenge	  richtete	  sich	  nach	  der	  Gewebemenge:	  für	  50-­‐100	  mg	  Gewebe	  wurden	  1	  ml	  Trizol	  verwendet.	  Nach	  5	  min	  bei	  Raumtemperatur	  wurde	   Chloroform	   zugegeben	   (0,2	  ml	   Chloroform/ml	   Trizol)	   und	   kräftig	   geschüttelt.	  Nach	  weiteren	  2-­‐3	  min	  Inkubation	  bei	  Raumtemperatur	  wurden	  die	  Proben	  15	  min	  bei	  4°C	  und	  bei	  maximal	  12.000	  g	  zentrifugiert.	  Die	  obere	  klare	  wässrige	  Phase	  wurde	  in	  ein	  neues	   Reaktionsgefäß	   überführt,	   500	  µl	   Isopropanol	   pro	   ml	   Trizol	   zugegeben	   und	  gemischt.	  Nach	  10	  min	  bei	  Raumtemperatur	  wurden	  die	  Proben	  erneut	  10	  min	  bei	  4°C	  und	  maximal	   12.000	  g	   zentrifugiert.	   Dabei	   fiel	   die	   RNA	   aus	   und	   bildete	   ein	   gelartiges	  Pellet.	   Das	   Pellet	   wurde	   einmal	   mit	   75%igem	   Ethanol	   gewaschen.	   Nach	   kurzem	  Trocknen	  des	  Pellets	  wurde	  die	  RNA	   in	  20	  µl	  RNase-­‐freiem	  Wasser	   resuspendiert	  und	  für	   10	  min	   auf	   55-­‐60°C	   erhitzt.	   Anschließend	   wurde	   die	   RNA-­‐Konzentration	   in	   den	  Proben	  mit	  Hilfe	  des	  Nanodrop-­Spektrophotometer	  ND-­1000	   bestimmt.	  Die	  gewonnene	  RNA	   wurde	   dann	   zunächst	   wieder	   bei	   −80°C	   eingefroren	   oder	   es	   wurde	   direkt	   im	  Anschluss	  ein	  DNaseI-­‐Verdau	  durchgeführt	  und	  cDNA	  synthetisiert.	  	  
3.6.3 DNase	  I-­‐Verdau	  Um	  die	  gewonnene	  RNA	  von	  eventuellen	  genomischen	  DNA-­‐Resten	  zu	  befreien,	  wird	  ein	  Verdau	   mit	   DNase	   I	   durchgeführt.	   Dazu	   wurde	   1	  µg	   RNA	   mit	   10	  µl	   DNase	   I-­‐reaction	  
buffer	   mit	   MgCl2,	   7	  µl	   RNase-­‐freiem	  Wasser	   und	   1	  µl	   DNase	   I	   versetzt.	   Die	   Mischung	  wurde	   für	   30	  min	   auf	   37°C	   erwärmt.	   Zum	   Stoppen	   der	   Reaktion	   wurde	   1	  µl	   25	  mM	  EDTA	  hinzugegeben	  und	  die	  Proben	  wurden	  für	  10	  min	  auf	  65°C	  erhitzt.	   Im	  Anschluss	  folgte	  die	  im	  nächsten	  Abschnitt	  beschriebene	  cDNA-­‐Synthese.	  
	  
3.6.4 cDNA-­‐Synthese	  Bevor	  die	  isolierte	  RNA	  per	  real	  time-­‐PCR	  analysiert	  werden	  kann,	  muss	  zunächst	  cDNA	  synthetisiert	  werden.	  cDNA	   ist	  deutlich	  stabiler	  und	  weniger	  empfindlich	  als	  RNA.	  Für	  die	  cDNA-­‐Synthese	  wurde	  das	  Transcriptor	  High	  Fidelity	  cDNA	  Synthesis	  Kit	  von	  Roche	  verwendet.	   Dabei	   wurde,	   wie	   oben	   beschrieben,	   möglichst	   RNase-­‐frei	   gearbeitet.	   Für	  jede	   Probe	  wurden	   5	  µl	   der	   DNase	   I-­‐verdauten	   RNA,	   1	  µl	   Oligo(dT)	   und	   5,4	  µl	   ddH2O	  gemischt.	   Dieser	   Template-­‐Primer-­‐Mix	   wurde	   für	   10	  min	   auf	   65°C	   erhitzt	   und	  anschließend	   auf	   Eis	   gestellt.	   Pro	   Ansatz	  wurden	   4	  µl	   RT-­‐Buffer,	   0,5	  µl	   Protector,	   2	  µl	  dNTPs,	  1	  µl	  DTT	  und	  1,1	  µl	  Reverse	  Transcriptase	  gemischt.	  Dieser	  Reaktionsmix	  wurde	  mit	   dem	  Template-­‐Primer-­‐Mix	   gemischt	  und	  30	  min	   auf	   45-­‐55°C	   erhitzt.	  Die	  Reaktion	  wurde	   durch	   fünfminütiges	   Erhitzen	   auf	   85°C	   gestoppt.	   Anschließend	   wurden	   die	  Proben	  zum	  Abkühlen	  auf	  Eis	  gestellt.	  Die	  Proben	  wurden	  nun	  bei	  −20°C	  gelagert	  oder	  direkt	  per	  real	  time-­‐PCR	  analysiert.	  	  
3.6.5 real	  time-­‐PCR	  Mit	  Hilfe	  der	  real	  time-­‐PCR	  lässt	  sich	  die	  Expression	  eines	  bestimmten	  Gens	  auf	  mRNA-­‐Ebene	   untersuchen.	   Dafür	  wurden	   die	   Proben	   zunächst	   1:10	   in	   RNase-­‐freiem	  Wasser	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verdünnt.	   Für	   jedes	   zu	   analysierende	   Gen	   wurde	   pro	   Probe	   folgender	   Mastermix	  pipettiert:	   5	  µl	   SensiMixPlus	   SYBR	   (Quantace),	   1	  µl	   Aqua	   B.	   Braun	   (RNase-­‐freies	  Wasser),	   1	  µl	   Primer	   sense	   und	   1	  µl	   Primer	   antisense.	   In	   0,1	  ml-­‐Reaktionsgefäßen	  wurden	  8	  µl	  des	  entsprechenden	  Mastermix	  und	  2	  µl	  der	  verdünnten	  Probe	  bzw.	  Aqua	  B.	   Braun	   als	   Kontrolle	   pipettiert.	   Die	   Reaktionsgefäße	   wurden	   verschlossen	   und	   die	  Proben	  im	  Rotor	  Gene	  gemessen.	  	  Bei	  der	  Messung	  kam	  folgendes	  PCR-­‐Programm	  zum	  Einsatz:	  	  	   	   	   95°C	   	   10	  min	  	  40	  Zyklen:	   	   95°C	   	   15	  s	  	   	   	   60°C	   	   30	  s	  	   	   	   72°C	   	   15	  s	  	  Schmelzen:	   	   Temperatur	  zwischen	  60°C	  und	  95°C;	  1°C	  pro	  Schritt	  	  Messung	  bei	  470	  nm	  Wellenlänge	  	  
3.6.6 Analyse	  der	  PCR-­‐Produkte	  per	  Gelelektrophorese	  Nach	   der	   real	   time-­‐PCR	   kann	   die	   Reinheit	   der	   PCR-­‐Produkte	   durch	   eine	  Agarosegelelektrophorese	  überprüft	  werden.	  Dazu	  wurden	  5	  µl	  PCR-­‐Produkt	  mit	  2	  µl	  6x	  
loading	   buffer	   gemischt	   und	   auf	   2,5%ige	   Agarosegele	   aufgetragen.	   Nach	   45	  min	  Auftrennung	   bei	   140	  V	   in	   einer	   Horizon	   58-­Agarosegelkammer	   wurden	   die	   Gele	   für	  einige	  Minuten	  in	  ein	  Ethidiumbromidbad	  gelegt	  und	  die	  angefärbte	  DNA	  anschließend	  im	  Molecular	  Imager	  ChemiDoc-­System	  per	  UV-­‐Licht	  sichtbar	  gemacht.	  	  
3.7 Mausgenotypisierung	  
3.7.1 Tailen	  Für	   eine	  Genotypisierung	   der	  Mäuse	  wird	   den	  Tieren	   eine	  Gewebeprobe	   entnommen,	  aus	  der	  dann	  DNA	  isoliert	  wird.	  Dazu	  wurden	  die	  Mäuse	  „getailt“,	  das	  heißt	  den	  Mäusen	  wurden	   circa	   2-­‐3	  mm	   Schwanzspitze	   abgeschnitten.	   Zur	   Unterscheidung	   der	   Mäuse	  wurde	   den	   Tieren	   zunächst	   ein	   bestimmtes	   Lochmuster	   in	   die	   Ohren	   gestanzt.	   Die	  Mäuse	  wurden	  dazu	  im	  Nacken	  fixiert	  und	  der	  Schwanz	  zwischen	  die	  Finger	  geklemmt.	  Mit	   einer	   Ohrlochzange	  wurden	   dann	   die	   Ohrmarkierungen	   gemacht.	   Zur	   Gewinnung	  der	   Gewebeprobe	   wurden	   die	   Schwanzspitzen	   auf	   ein	   Papier	   gelegt	   und	   die	  erforderliche	   Gewebemenge	   mit	   einem	   Skalpell	   abgeschnitten.	   Die	   so	   erhaltenen	  Schwanzspitzen	   wurden	   in	   1,5	  ml-­‐Reaktionsgefäße	   gegeben.	   Der	   anschließende	  Proteinase	  K-­‐Verdau	  des	  Gewebes	  erfolgte	  möglichst	  zeitnah,	  um	  gute	  DNA-­‐Ausbeuten	  zu	  erzielen.	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3.7.2 Isolation	  genomischer	  DNA	  Zu	   den	   Schwanzspitzen	   der	   Mäuse	   wurden	   500	  µl	   tail-­‐Puffer	   und	   10	  µl	   Proteinase	   K	  gegeben.	  Der	  Gewebeverdau	  erfolgte	  über	  Nacht	  bei	  56°C.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurden	  die	  Proben	  kurz	  über	  Kopf	  geschwenkt	  und	   im	  Anschluss	  5	  min	  bei	  Raumtemperatur	  und	  16.100	  g	  zentrifugiert.	  Der	  Überstand	  wurde	  in	  ein	  neues	  Reaktionsgefäß	  überführt	  und	  mit	  500	  µl	   Isopropanol	   versetzt.	  Nach	  kurzem	  Mischen	  wurden	  die	  Proben	  5	  min	   lang	  bei	   16.100	  g	   und	   4°C	   zentrifugiert.	   Der	   Überstand	   wurde	   verworfen	   und	   die	   Pellets	  wurden	  mit	  500	  µl	  70%igem	  Ethanol	  gewaschen.	  Die	  Proben	  wurden	  ein	  weiteres	  Mal	  5	  min	   lang	  bei	  16.100	  g	   und	  4°C	  zentrifugiert.	  Die	  Überstände	  wurden	  verworfen	  und	  die	   Pellets	   bei	   Raumtemperatur	   getrocknet.	   Die	   getrockneten	   Pellets	  wurden	   in	   50	  µl	  TE-­‐Puffer	  oder	  ddH2O	  resuspendiert.	  Anschließend	  wurde	  die	  gewonnene	  DNA	  zunächst	  bei	  −20°C	  gelagert	  oder	  sie	  wurde	  direkt	   in	  den	  verschiedenen	  Genotypisierungs-­‐PCRs	  eingesetzt.	  	  
3.7.3 Bestimmen	  der	  DNA-­‐Konzentration	  Nach	  Isolation	  der	  DNA	  aus	  Mäuseschwänzen	  wurden	  zunächst	  die	  DNA-­‐Konzentration	  und	   die	  Reinheit	   der	   isolierten	  DNA	  bestimmt.	  Die	  DNA-­‐Konzentration	   in	   den	   Proben	  wurde	  anhand	  der	  Absorption	  bei	  einer	  Wellenlänge	  von	  260	  nm	  bestimmt.	  Dazu	  wurde	  das	   Nanodrop-­Spektrophotometer	   ND-­1000	   benutzt.	   In	   1	  µl	   Lösung	   wurde	   die	  Absorption	   gemessen	   und	   die	   Nukleinsäurekonzentration	  wurde	   automatisch	   berech-­‐net.	  Für	  doppelsträngige	  DNA	  gilt,	  dass	  OD260nm	  =	  1	  einer	  Konzentration	  von	  50	  µg/ml	  entspricht.	  Daraus	  ergibt	  sich	  folgende	  Gleichung:	  	  	   c[µg/ml]	  =	  OD260nm	  x	  0,05	  x	  Verdünnungsfaktor	  	  Der	  Quotient	  OD260nm/OD280nm	  ermöglicht	  eine	  Aussage	  über	  die	  Reinheit	  der	  DNA.	  Nach	  Möglichkeit	   wurden	   nur	   DNA-­‐Proben	   mit	   einem	   Quotienten	   zwischen	   1,8	   und	   2,0	  verwendet.	  	  
3.7.4 Genotypisierungs-­‐PCRs	  Je	   nach	   Mauslinie	   wurden	   verschiedene	   Genotypisierungs-­‐PCRs	   durchgeführt,	   um	   die	  richtigen	  Individuen	  für	  die	  Zucht	  und	  die	  in	  vivo-­‐Experimente	  zu	  identifizieren:	  	  
3.7.4.1 ApcMin/+-­‐PCR	  	  	  für	  1	  PCR-­‐Ansatz	   	  5x	  flexi	  Taq	  Polymerase	  Puffer	   5	  µl	  ddH2O	   9,75	  µl	  MgCl2	  (Endkonzentration	  1,5	  mM)	   1,5	  µl	  dNTP-­‐Mix	   0,5	  µl	  Primer	  033	   2	  µl	  Primer	  034	   2	  µl	  Primer	  758	   2	  µl	  GoTaq	  Polymerase	   0,25	  µl	  Maus-­‐DNA	   2	  µl	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PCR-­Programm	   	   	   	  	   94°C	   3	  min	  	   (initiale	  Denaturierung)	  	   94°C	   30	  s	  	   (Denaturierung)	  35	  Zyklen	   57°C	   1	  min	  	   (Annealing)	  	   72°C	   1	  min	  	   (Elongation)	  	   72°C	   2	  min	  	   (finale	  Elongation)	  	  Zur	  Analyse	  der	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  1,5%ige	  Agarosegele	  verwendet.	  Zu	  erwartende	  Bandengrößen	  sind:	  wt	  	   	   600	  bp	  Apc-­‐Min	   350	  bp	  	  
3.7.4.2 Csn5-­‐flox-­‐PCR	  	  für	  1	  PCR-­‐Ansatz	   	  5x	  flexi	  Taq	  Polymerase	  Puffer	   5	  µl	  ddH2O	   11,25	  µl	  MgCl2	  (Endkonzentration	  2	  mM)	   2	  µl	  dNTP-­‐Mix	   0,5	  µl	  Primer	  In	  II	  for	   2	  µl	  Primer	  Ex	  II	  rev	   2	  µl	  GoTaq	  Polymerase	   0,25	  µl	  Maus-­‐DNA	   2	  µl	  	  
PCR-­Programm	   	   	   	  	   94°C	   2	  min	  	   (initiale	  Denaturierung)	  	   94°C	   1	  min	  	   (Denaturierung)	  35	  Zyklen	   60°C	   45	  s	  	   (Annealing)	  	   72°C	   45	  s	  	   (Elongation)	  	   72°C	   10	  min	  	   (finale	  Elongation)	  	  Zur	  Analyse	  der	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  1,5%ige	  Agarosegele	  verwendet.	  Zu	  erwartende	  Bandengrößen	  sind:	  wt	  	   	   	   400	  bp	  gefloxtes	  Csn5	   500	  bp	  	  
3.7.4.3 Mif-­‐knockout-­‐PCR	  	  Bei	  dieser	  PCR	  werden	  parallel	  zwei	  verschiedene	  Mastermixe	  angesetzt.	  Mit	  dem	  einen	  wird	  der	  Wildtyp	   (Primer	  B1	  und	  C1)	   identifiziert,	  mit	  dem	  anderen	  der	  Mif-­knockout	  (Primer	  A1+C1).	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für	  1	  PCR-­‐Ansatz	   	  5x	  flexi	  Taq	  Polymerase	  Puffer	   5	  µl	  ddH2O	   12,75	  µl	  MgCl2	  (Endkonzentration	  1,5	  mM)	   1,5	  µl	  dNTP-­‐Mix	   0,5	  µl	  Primer	  C1	   2	  µl	  Primer	  A1	  oder	  B1	   2	  µl	  GoTaq	  Polymerase	   0,25	  µl	  Maus-­‐DNA	   1	  µl	  	  
PCR-­Programm	   	   	   	  	   94°C	   4	  min	  	   (initiale	  Denaturierung)	  	   94°C	   40	  s	  	   (Denaturierung)	  35	  Zyklen	   60°C	   40	  s	  	   (Annealing)	  	   72°C	   1	  min	  	   (Elongation)	  	   72°C	   3	  min	  	   (finale	  Elongation)	  	  Zur	  Analyse	  der	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  1%ige	  Agarosegele	  verwendet.	  Zu	  erwartende	  Bandengrößen	  sind:	  wt	  	   	   544	  bp	  
Mif-­‐KO	   383	  bp	  	  
3.7.4.4 VillinCre-­‐PCR	  	  für	  1	  PCR-­‐Ansatz	   	  5x	  flexi	  Taq	  Polymerase	  Puffer	   5	  µl	  ddH2O	   11,75	  µl	  MgCl2	  (Endkonzentration	  1,5	  mM)	   1,5	  µl	  dNTP-­‐Mix	   0,5	  µl	  Primer	  VilCre	  1	   2	  µl	  Primer	  VilCre	  2	   2	  µl	  GoTaq	  Polymerase	   0,25	  µl	  Maus-­‐DNA	   2	  µl	  	  
PCR-­Programm	   	   	   	  	   94°C	   5	  min	  	   (initiale	  Denaturierung)	  	   94°C	   45	  s	  	   (Denaturierung)	  30	  Zyklen	   55°C	   45	  s	  	   (Annealing)	  	   72°C	   45	  s	  	   (Elongation)	  	   72°C	   5	  min	  	   (finale	  Elongation)	  	  Zur	  Analyse	  der	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  1%ige	  Agarosegele	  verwendet.	  Zu	  erwartende	  Bandengröße	  ist:	  
VillinCre	  	   	   300bp	  Keine	  Bande	  beim	  Wildtyp	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3.7.5 Agarosegele	  Die	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  zur	  Analyse	  in	  einer	  Gelelektrophorese	  aufgetrennt	  und	  mit	  Ethidiumbromid	   sichtbar	   gemacht.	   Um	   die	   Größe	   der	   PCR-­‐Produkte	   abzuschätzen,	  wurde	   ein	   DNA-­‐Standard	   (Gene	   Ruler	   50	  bp	   +	   1	  kb	   DNA	   ladder)	   mitlaufen	   gelassen,	  dessen	  Bandengrößen	  bekannt	   sind.	  Die	  hier	   verwendeten	  Agarosegele	   enthielten	  1%	  bzw.	  1,5%	  Agarose.	  Für	  die	  Gelelektrophorese	  wurde	  1x	  TBE-­‐Puffer	   in	  die	  Gelkammer	  gegeben.	   Dann	   konnten	   die	   DNA-­‐Proben	   aufgetragen	   werden.	   Bei	   den	   Horizon	   58-­
Gelkammern	   wurde	   eine	   Spannung	   von	   120	  V	   für	   35-­‐40	  min	   angelegt,	   um	   die	   PCR-­‐Produkte	  nach	  ihrer	  Größe	  aufzutrennen.	  Anschließend	  wurden	  die	  Gele	  circa	  10	  min	  in	  ein	  Ethidiumbromidbad	  gelegt,	  um	  die	  DNA	  anzufärben.	  Die	  DNA	  wurde	  dann	  mit	  Hilfe	  von	  UV-­‐Licht	  sichtbar	  gemacht.	  	  
3.8 Mausexperimente	  
3.8.1 DSS-­‐Kolitismodell	  Werden	   Mäuse	   mehrere	   Tage	   mit	   DSS-­‐Polymeren	   in	   ihrem	   Trinkwasser	   gefüttert,	  bekommen	  sie	  eine	  akute	  Kolitis.	  DSS	  steht	  für	  dextran	  sulfate	  sodium.	  	  8-­‐10	   Wochen	   alte	   Mäuse	   gemischten	   Geschlechts	   bekamen	   7	  d	   lang	   3%-­‐DSS-­‐Trink-­‐wasser	   anstatt	   ihres	   normalen	   Trinkwassers.	   Kontrolltiere	   bekamen	   normales	   Trink-­‐wasser.	  Die	  Mäuse	  wurden	   täglich	  beobachtet.	  Zum	  einen	  wurden	  die	  Mäuse	   in	  einem	  Becherglas	   gewogen,	   um	   ihr	   Körpergewicht	   zu	   ermitteln.	   Zum	   anderen	   wurden	  Stuhlproben	   der	   Mäuse	   genommen.	   Es	   wurden	   Konsistenz	   und	   Farbe	   des	   Stuhls	  beurteilt.	   Mit	   dem	  Hämokulttest	   hemocare	   wurden	   die	   Stuhlproben	   auf	   okkultes	   Blut	  untersucht.	   Daneben	   wurde	   das	   Verhalten	   und	   das	   Aussehen	   der	   Mäuse	   beobachtet,	  zum	  Beispiel,	  ob	  sie	  sich	  normal	  bewegten	  oder	  struppiges	  Fell	  hatten.	  	  Nach	   einer	   Woche	   wurden	   die	   Mäuse	   von	   innen	   beurteilt	   und	   Gewebeproben	   für	  weitere	   Analysen	   gesammelt.	   Zunächst	   wurden	   die	  Mäuse	   in	   Isofluran	   eingeschläfert,	  auf	  einer	  Styroporplatte	  fixiert	  und	  der	  Bauchraum	  mit	  den	  inneren	  Organen	  freigelegt.	  Dünn-­‐	  und	  Dickdarm	  wurden	  entnommen	  und	  die	  Länge	  bestimmt.	  Alle	  entnommenen	  Organe	   wurden	   zunächst	   in	   eisgekühltem	   PBS	   gewaschen,	   insbesondere	   das	   Darm-­‐gewebe	   wurde	   von	   Stuhl	   befreit.	   Es	   wurde	   bei	   der	   Präparation	   auf	   makroskopische	  Veränderungen	   geachtet,	   zum	   Beispiel	   ob	   das	   Gewebe	   sich	   in	   Farbe	   und	   Festigkeit	  verändert	  hatte.	  Die	  gereinigten	  Gewebestücke	  wurden	   in	  verschraubbaren	  Reaktions-­‐gefäßen	  in	  flüssigem	  Stickstoff	  eingefroren	  und	  bei	  −80°C	  gelagert.	  Aus	  diesen	  Gewebe-­‐stücken	  konnte	  später	  RNA	  für	  RT-­‐PCR	  oder	  Proteine	   für	  Analysen	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  gewonnen	  werden.	  Es	  wurde	  bei	  der	  Gewebepräparation	  darauf	  geachtet	  möglichst	   zügig	   zu	   arbeiten,	   da	   ja	  direkt	  nach	  dem	  Tod	  des	  Tieres	  die	  Abbauprozesse	  von	  RNA	  und	  Proteinen	  starten.	  	  
3.8.2 Csn5-­‐knockout-­‐Induktion/Aktivierung	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  lässt	  sich	  durch	  Tamoxifengabe	  aktivieren	  und	  befindet	  sich	   im	   Darmepithel.	   Ist	   die	   Cre-­‐Rekombinase	   aktiv,	   kann	   sie	   gefloxte	   Genabschnitte,	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hier	   Teile	   des	  Csn5-­‐Gens,	   aus	   dem	  Genom	   entfernen.	   Dadurch	  wird	   ein	   konditionaler,	  das	  heißt	  gewebsspezifischer	  und	  zeitabhängiger,	  knockout	  erreicht.	  	  Um	   die	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   zu	   aktivieren	   und	   somit	   den	   Csn5-­knockout	   zu	  induzieren,	   wurden	   die	   Mäuse	   in	   der	   Regel	   an	   5	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  Dabei	  bekamen	  die	  Mäuse	  pro	  Tag	  100-­‐300	  µl	  Tamoxifenlösung	  (10	   mg/ml)	   intraperitoneal	   gespritzt.	   Die	   Tamoxifenmenge	   ist	   dabei	   abhängig	   vom	  Körpergewicht.	  14	  beziehungsweise	  15	  d	  alte	  Mäuse	  wiegen	  8-­‐9	  g	  und	  bekamen	  100	  µl	  Tamoxifen	  pro	  Tag.	  Mäuse	  mit	  etwa	  20	  g	  Körpergewicht	  bekamen	  200	  µl	  und	  Mäuse	  mit	  etwa	  30	  g	  Körpergewicht	  300	  µl	  Tamoxifenlösung	  pro	  Tag.	  	  Um	   die	   Effekte	   des	   Csn5-­‐knockouts	   im	   Darmepithel	   zu	   studieren,	   wurden	   die	   Mäuse	  engmaschig	   beobachtet.	   Die	   Mäuse	   wurden	   gewogen,	   Stuhlproben	   wurden	   auf	  Konsistenz	   und	   okkultes	   Blut	   untersucht	   und	   ihr	   Verhalten	   und	   Aussehen	   wurde	  beobachtet.	  Dabei	  wurden	  auch	  Überlebensstatistiken	  angefertigt.	  	  Immer	   wieder	   wurden	   Mäuse	   wie	   in	   Abschnitt	   3.8.1	   beschrieben	   präpariert	   und	  Gewebeproben	  zur	  Proteinisolation	  und	  RNA-­‐Isolation	  gewonnen.	  	  	  Bei	   dem	   Versuch	   kamen	   Mäuse	   unterschiedlichen	   Alters	   (2-­‐12	   Wochen)	   und	  Geschlechts	  zum	  Einsatz.	  Für	  einen	  homozygoten	  Csn5-­‐knockout	  wurden	  Tiere	  mit	  dem	  Genotyp	   VillinCre+,	   Csn5flox/flox	   verwendet,	   für	   einen	   heterozygoten	   (50%igen)	   Csn5-­
knockout	   im	   Darmepithel	   wurden	   Mäuse	   mit	   dem	   Genotyp	   VillinCre+,	   Csn5+/flox	  verwendet.	   Zur	  Kontrolle	  wurden	   auch	  Mäuse	   des	  Genotyps	  VillinCre−,	  Csn5flox/flox	  mit	  Tamoxifenlösung	  behandelt	  und	  Mäuse	  des	  Genotyps	  VillinCre+,	  Csn5flox/flox	  mit	  Öl	  –	  dem	  Trägerstoff	  für	  das	  Tamoxifen	  –	  gespritzt.	  
	  
3.8.3 Tumorbeurteilung	  bei	  ApcMin/+-­‐Mäusen	  120	  d	   alte	   ApcMin/+-­‐Mäuse	   wurden	   in	   Isofluran	   eingeschläfert	   und	   der	   Intestinaltrakt	  wurde	   zügig	   entnommen.	   Dieser	   wurde	   mit	   einer	   Kugelschere	   aufgeschnitten	   und	   in	  kaltem	   PBS	   gewaschen.	   Magen,	   Duodenum,	   Jejunum,	   Ileum,	   Blinddarm	   und	   Kolon	  wurden	  von	  der	   Innenseite	  betrachtet	  und	  die	  Tumore	  bezüglich	  Größe	  und	  Anzahl	   in	  den	  einzelnen	  Abschnitten	  beurteilt.	  
	  
3.8.4 Isolation	  von	  Proteinen	  aus	  Mausgewebe	  Wie	   oben	   beschrieben,	   wurde	   Gewebe	   aus	   der	   Maus	   präpariert	   und	   in	   flüssigem	  Stickstoff	   eingefroren.	   Um	   nun	   Proteine	   für	   eine	   Analyse	   per	   SDS-­‐PAGE	   zu	   gewinnen,	  wurde	   wie	   folgt	   vorgegangen:	   In	   einem	   1	  ml-­‐Handpotter	   wurden	   500-­‐750	  µl	   NP40-­‐Puffer	   vorgelegt	   und	   das	   gefrorene	   Gewebestück	   wurde	   hinzugegeben.	   Nach	   Homo-­‐genisierung	   wurden	   die	   Proben	   10	  min	   bei	   13.400	  g	   in	   einer	   auf	   4°C	   vorgekühlten	  Zentrifuge	   zentrifugiert.	   Der	   die	   Proteine	   enthaltende	   Überstand	   wurde	   in	   ein	   neues	  Reaktionsgefäß	   überführt.	   Bei	   der	   Proteinisolation	   wurde	   auf	   Eis	   gearbeitet.	   Die	  Proteinkonzentration	  wurde	  nach	  Bradford	  bestimmt.	  Für	  die	  anschließende	  SDS-­‐PAGE	  wurden	  die	  Proben	  mit	  NP40-­‐Puffer	  verdünnt	  und	  mit	  4	  x	  sample	  loading	  buffer	  versetzt,	  sodass	  auf	  jede	  Spur	  der	  SDS-­‐PAGE	  20-­‐50	  µg	  Protein	  aufgetragen	  wurden.	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3.8.5 Csn5-­‐knockout-­‐Kinetik	  Um	  die	  Prozesse	  beim	  Csn5-­‐knockout	  in	  Mäusen	  besser	  zu	  verstehen,	  wurde	  eine	  Csn5-­‐
knockout-­‐Kinetik	   gemacht.	   Bei	   dem	  Versuch	   kamen	  19	  Mäuse	   gemischten	  Geschlechts	  mit	  dem	  Genotyp	  VillinCre+,	  Csn5flox/flox	  mit	  einem	  Alter	  von	  8-­‐12	  Wochen	  zum	  Einsatz.	  Die	   Mäuse	   wurden	   an	   5	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   mit	   200	  µl	   Tamoxifenlösung	  (10	  mg/ml)	  intraperitoneal	  behandelt.	  An	  Tag	  0,	  Tag	  2,	  Tag	  4,	  Tag	  6	  und	  Tag	  9	  nach	  der	  ersten	   Tamoxifeninjektion	   wurden	   die	   Mäuse	   eingeschläfert	   und	   Gewebeproben	  genommen.	  Es	  wurden	  Kolon,	  Duodenum,	  Jejunum,	  Ileum,	  Leber,	  Herz,	  Lunge	  und	  Milz	  entnommen.	  Ein	  Teil	  des	  Gewebes	  wurde	  für	  spätere	  SDS-­‐PAGE/Western	  Blot	  oder	  RT-­‐PCR-­‐Analysen	   in	   flüssigem	   Stickstoff	   eingefroren.	   Der	   überwiegende	   Teil	   der	   ent-­‐nommenen	  Gewebe	  wurde	  für	  histologische	  Untersuchungen	  konserviert.	  	  
3.8.6 Csn5-­‐Mif-­‐Doppel-­‐knockout	  in	  Mäusen	  Für	   dieses	   Pilotexperiment	   kamen	   6	  Wochen	   alte	   Männchen	  mit	   dem	   Genotyp	  Villin-­
Cre+,	   Csn5+/flox,	  Mif	  –/–	   zum	   Einsatz.	   Sie	   wurden	   an	   5	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	  mit	  200	  µl	   Tamoxifenlösung	   pro	   Tag	   und	   Maus	   intraperitoneal	   gespritzt,	   um	   den	   Csn5-­
knockout	   im	  Darmepithel	  zu	   induzieren.	  Nach	  dieser	  Behandlung	  sollten	  die	  Tiere	  also	  einen	  Mif-­‐knockout	  in	  allen	  Geweben	  und	  einen	  zusätzlichen	  50%igen	  Csn5-­‐knockout	  im	  Darmepithel	  haben.	  Die	  Mäuse	  wurden	  regelmäßig	  bezüglich	  Überleben,	  Körpergewicht,	  Aussehen	  und	  Verhalten	  beobachtet.	  Zusätzlich	  wurden	  Stuhlproben	  genommen	  und	  auf	  Farbe,	  Konsistenz	  und	  okkultes	  Blut	  untersucht.	  	  
3.9 Histologische	  Methoden	  In	   der	   Histologie	   werden	   mikrometerdünne	   gefärbte	   Gewebsschnitte	   hergestellt	   und	  mikroskopisch	  beurteilt.	  So	  lassen	  sich	  strukturelle	  Gewebeveränderungen	  oder	  verän-­‐derte	  Proteinexpressionsmuster	  in	  krankhaften	  Geweben	  sichtbar	  machen.	  
	  
3.9.1 Gewebefixierung,	  Einbettung	  und	  Schneiden	  des	  Gewebes	  Zunächst	   muss	   das	   Probenmaterial	   konserviert	   und	   für	   die	   Histologie	   vorbereitet	  werden.	  Dafür	   gibt	   es	  unterschiedliche	  Methoden.	  Die	  weitest	   verbreitete	  Methode	   ist	  die	  Formalinfixierung	  und	  eine	  anschließende	  Einbettung	  des	  Gewebes	  in	  Paraffin.	  Statt	  der	  Formalinfixierung	  kann	  das	  Gewebe	  auch	  mit	  Methacan	  fixiert	  werden,	  bevor	  es	  in	  Paraffin	   eingebettet	  wird.	   Bei	   der	   dritten	  Methode	  wird	   das	   Gewebe	   eingefroren	   und	  später	  gekühlt	  geschnitten.	  Alle	  drei	  beschriebenen	  Methoden	  kamen	  bei	  dieser	  Arbeit	  zum	  Einsatz	  und	  werden	  nun	  etwas	  genauer	  beschrieben.	  	  Ein	  Teil	  der	   für	  die	  Histologie	  bestimmten	  Gewebe	  wurde	   für	  Kryoschnitte	  präpariert.	  Dazu	   wurde	   das	   Gewebe	   in	   Cryomolds	   gelegt,	   mit	   O.C.T.	   Compound	   Tissue-­Tek	   über-­‐schichtet	   und	   in	   Isopentan	   gelagert	   in	   flüssigem	   Stickstoff	   eingefroren.	   Die	   weitere	  Lagerung	  erfolgte	  bei	  −80°C.	  Das	  Schneiden	  des	  Gewebes	  erfolgt	  dann	  im	  Kryostaten	  bei	  
−18°C.	  	  Die	  anderen	  Gewebestücke	  für	  die	  Histologie	  wurden	  in	  Einbettkassetten	  gelegt	  und	  mit	  4%	   Formaldehyd	   (Formalin)	   oder	   Methacan	   über	   24	  h	   fixiert.	   Dann	   folgten	   mehrere	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Schritte	   zum	   Entwässern	   des	   Gewebes,	   die	   durch	   den	   Gewebeeinbetter	   MTM	   durch-­‐geführt	  wurden:	  zweimal	  1	  h	  in	  70%	  Ethanol,	  zweimal	  1	  h	  in	  96%	  Ethanol,	  dreimal	  1	  h	  in	  100%	  Ethanol,	  dreimal	  1	  h	  in	  Xylol,	  viermal	  30	  min	  in	  Paraffin/Wachs.	  Dann	  wurden	  die	   entwässerten	   Gewebestücke	   in	   Paraffin	   eingebettet.	   Das	   Gewebe	  wurde	   dafür	   aus	  den	  Einbettkassetten	  genommen	  und	  in	  Edelstahleinbettschälchen	  gelegt.	  Mit	  Hilfe	  einer	  Paraffinausgussstation	   wurde	   flüssiges	   Paraffin	   (auf	   60°C	   erwärmt)	   auf	   das	   Gewebe	  gegeben	  und	  der	  beschriftete	  Teil	  der	  Einbettkassette	  wurde	  oben	  auf	  den	  Block	  gelegt.	  Nun	  wurde	  das	  Gewebe	  mit	  dem	  Paraffin	  auf	  eine	  Kühlplatte	  gelegt,	  das	  Paraffin	  wurde	  dadurch	  fest	  und	  das	  Gewebe	  befand	  sich	  nun	  in	  einem	  Paraffinblock.	  	  Mit	   einem	  Rotationsmikrotom	  wurde	   das	   paraffineingebettete	   Gewebe	   nun	   2	  µm	   dick	  geschnitten.	   Der	   Paraffinblock	   muss	   beim	   Schneiden	   kühl	   sein,	   damit	   er	   sich	   gut	  schneiden	   lässt.	   Der	   hauchdünne	   Schnitt	   wurde	   mit	   einem	   Pinsel	   auf	   die	   Oberfläche	  eines	  auf	  45°C	  erwärmten	  Wasserbades	  gebracht.	  Auf	  dem	  warmen	  Wasser	  streckt	  sich	  der	   Schnitt.	   Superfrost	   Plus-­‐	   oder	   Shandon	   Histoslides-­Objektträger	   wurden	   in	   das	  Wasserbad	  unter	  das	  Gewebe	  getaucht,	  um	  so	  den	  hauchdünnen	  Gewebeschnitt	  auf	  den	  Objektträger	  zu	   legen.	  Damit	  das	  Gewebe	  besser	  auf	  den	  Objektträgern	  hält,	  wurde	  es	  über	  Nacht	  bei	  37°C	  oder	  40-­‐60	  min	  bei	  60°C	  angebacken.	  	  Hieran	  anschließend	  folgten	  eine	  absteigende	  Alkoholreihe	  und	  dann	  eine	  Färbung	  des	  Gewebes.	  	  
3.9.2 Entparaffinieren/absteigende	  Alkoholreihe	  Bevor	  das	  fixierte,	  paraffineingebettete	  und	  geschnittene	  Gewebe	  gefärbt	  werden	  kann,	  muss	   es	   zunächst	   entparaffiniert	   werden.	   Dazu	   wird	   eine	   absteigende	   Alkoholreihe	  durchgeführt.	  Die	  Objektträger	  wurden	  in	  einen	  Ständer	  gestellt	  und	  so	  in	  verschiedene	  Bäder	  gebracht:	  zweimal	  10	  min	  Xylol,	  zweimal	  5	  min	  100%	  Ethanol,	  einmal	  5	  min	  96%	  Ethanol,	   einmal	   5	  min	   70%	   Ethanol.	   Nun	   wurden	   die	   Schnitte	   in	   eine	   Glasküvette	  gestellt	  und	   fünf-­‐	  bis	  sechsmal	  mit	  destilliertem	  Wasser	  gespült.	   Im	  Anschluss	  wurden	  die	   Schnitte	  mindestens	   5	  min	   in	   PBS	   gestellt.	   Das	   so	   entparaffinierte	   Gewebe	  wurde	  anschließend	  entweder	  HE-­‐gefärbt	  oder	  für	  eine	  Immunhistochemie	  eingesetzt.	  	  
3.9.3 HE-­‐Färbung	  HE	  steht	   für	  Hämalaun-­‐Eosin.	  Hämalaun	   färbt	  alle	  sauren	  beziehungsweise	  basophilen	  Strukturen	  blau,	   insbesondere	  Zellkerne	  mit	   der	  darin	   enthaltenen	  DNA	  und	  das	   raue	  endoplasmatische	   Retikulum.	   Eosin	   ist	   ein	   saurer	   Farbstoff,	   der	   alle	   acidophilen	  beziehungsweise	  basischen/eosinophilen	  Strukturen,	  zum	  Beispiel	  Zellplasmaproteine,	  rot	   färbt.	  Nach	  der	  Hämalaunfärbung	  erscheinen	  die	  Zellkerne	  aufgrund	  des	  niedrigen	  pH-­‐Wertes	  zunächst	  rötlich-­‐braun.	  Mittels	  Spülen	  in	  Leitungswasser	  (Bläuen)	  wird	  der	  pH-­‐Wert	   erhöht	  und	  der	  Farbton	   schlägt	   in	  das	   typische	  Blauviolett	   um.	  Die	   anschlie-­‐ßende	  Zytoplasmafärbung	  erfolgt	  in	  einer	  alkoholischen	  oder	  wässrigen	  Eosinlösung.	  	  Die	   Schnitte	   wurden	   zunächst	   entparaffiniert.	   Das	   Gewebe	   wurde	   für	   10	  min	   in	  Hämalaun	   (Mayer’s	   Haematoxylin)	   gestellt.	   Anschließend	  wurden	   die	   Schnitte	   10	  min	  unter	  fließendem	  warmen	  Leitungswasser	  gebläut.	  Das	  Gewebe	  wurde	  dann	  5-­‐10	  min	  in	  Eosin	  gefärbt.	  Beim	  Ansetzen	  der	  Eosinlösung	  wurde	  das	  Eosin	  mit	  0,5	  ml	  Eisessig	  auf	  
Methoden	   72	  
100	  ml	  aktiviert.	  Nach	  der	  Färbung	  wurden	  die	  Schnitte	  in	  destilliertes	  Wasser	  getaucht	  und	  das	  Gewebe	  wurde	  anschließend	  durch	  eine	  aufsteigende	  Alkoholreihe	  entwässert.	  	  
3.9.4 Immunhistochemie	  Bei	   der	   Immunhistochemie	   werden	   bestimmte	   Proteine	   in	   Geweben	   mit	   Hilfe	   von	  Antikörpern	   sichtbar	   gemacht.	   So	   lässt	   sich	   untersuchen,	   ob	   das	   gesuchte	   Protein	   im	  Gewebe	  vorkommt	  und	  in	  welchen	  Zellkompartimenten	  es	  vorhanden	  ist.	  Bei	  der	  meist	  verwendeten	   immunhistochemischen	   Methode	   bindet	   ein	   Primärantikörper	   an	   das	  Epitop	   eines	   zu	   untersuchenden	   Proteins.	   Dann	  wird	   ein	   Sekundärantikörper	   auf	   das	  Gewebe	  gebracht,	  der	  sich	  gegen	  den	  ersten	  Antikörper	  richtet.	  Der	  Sekundärantikörper	  ist	   an	   ein	   Enzym	   gekoppelt,	   das	   ein	   anschließend	   zugegebenes	   Substrat	   in	   einen	  Farbstoff	   umwandelt.	   Sehr	   oft	   ist	   eine	   Meerrettichperoxidase	   an	   den	   Sekundär-­‐antikörper	   gekoppelt,	   die	   das	   farblose	   Chromogen	   DAB	   (3,3’-­‐Diaminobenzidin)	   in	   ein	  braunes	   Endprodukt	   umsetzt.	   Das	   ergibt	   die	   für	   die	   Immunhistochemie	   typische	  Braunfärbung	  im	  Gewebe.	  Oft	  wird	  die	  Färbung	  noch	  durch	  einen	  Avidin-­‐Biotin-­‐Schritt	  verstärkt.	   Die	   hier	   verwendete	   immunhistochemische	   Methode	   mit	   dem	   EnVision	  Kit	  von	  DAKO	  ist	  eine	  Polymermethode.	  Dabei	   ist	  an	  den	  Sekundärantikörper	  ein	  Polymer	  gekoppelt,	   das	   wiederum	   mit	   viel	   Enzym	   markiert	   ist.	   Durch	   das	   Enzym	   wird	   eine	  effektive	  Substrat-­‐	  und	  Chromogenumsetzung	  und	  somit	  eine	  verstärkte	  Anfärbung	  am	  Ort	   des	  Antigens	  bewirkt.	   So	   ist	   die	  Methode	  meist	   sensitiver	   als	   die	   „klassische“	   und	  verursacht	   weniger	   Hintergrundfärbung,	   da	   kein	   Biotin	   zur	   Verstärkung	   eingesetzt	  wird.	  	  In	   dieser	   Arbeit	   wurde	   humanes	   Kolongewebe	   immunhistochemisch	   untersucht.	   Das	  Kolongewebe	  wurde	  bei	  der	  chirurgischen	  Entfernung	  von	  Adenomen	  oder	  Karzinomen	  des	   Dickdarms	   gewonnen.	   Die	   Patienten	   haben	   nach	   entsprechender	   Aufklärung	   ihr	  Einverständnis	   gegeben,	   dass	   ihr	   Gewebe	   zu	   Forschungszwecken	   archiviert	   und	  verwendet	   werden	   darf.	   Das	   in	   dieser	   Arbeit	   verwendete	   Gewebe	   stammt	   aus	   dem	  Archiv	  der	  Pathologie	  im	  Universitätsklinikum	  an	  der	  RWTH	  Aachen.	  Die	  Studie	  wurde	  durch	  einen	  überprüfenden	  Ausschuss	  der	  Pathologie	  ethisch	  überprüft	  und	  genehmigt.	  Patientenproben	   wurden	   formalinfixiert	   und	   in	   Paraffin	   eingebettet.	   Mit	   einem	  Mikrotom	  wurden	  2	  µm	  dicke	  Schnitte	  der	  Gewebeblöcke	  angefertigt.	  	  Vor	   der	   eigentlichen	   Immunhistochemie	   wurde	   das	   Gewebe	   vorbehandelt,	   um	   eine	  bessere	   Bindung	   des	   Primärantikörpers	   zu	   erzielen.	   Dazu	   wurden	   die	   Schnitte	   in	  Citratpuffer	   gekocht,	   um	   die	   Antigene	   zu	   demaskieren.	   Die	   Schnitte	   wurden	   in	   eine	  Plastikküvette	  mit	  kaltem	  Citratpuffer	  gestellt	  und	  in	  der	  Mikrowelle	  wie	  folgt	  gekocht:	  9	  min	   kochen,	   kurz	   abkühlen,	   5	  min	   kochen,	   kurz	   abkühlen,	   8	  min	   kochen,	   kurz	  abkühlen,	   5	  min	   kochen,	   10	  min	   abkühlen.	   Verdampfte	   Flüssigkeit	   wurde	   dabei	   mit	  Leitungswasser	   ersetzt,	   sodass	   die	   Schnitte	   immer	   mit	   Puffer	   bedeckt	   waren.	  Anschließend	  wurden	  die	  Schnitte	  in	  PBS	  gestellt.	  	  Die	  eigentliche	  Färbung	  erfolgte	  mit	  Hilfe	  des	  EnVision	  Detection	  System	  von	  DAKO	  und	  einem	   Autostainer.	   Dazu	   wurden	   zunächst	   die	   Primärantikörper	   in	   Antibody	   Diluent	  verdünnt:	   MIF	   1:200,	   CSN1	   1:400,	   CSN5	   1:50,	   CSN8	   1:200.	   Für	   die	   Negativkontrolle	  wurde	   nur	   Antibody	   Diluent	   ohne	   primären	   Antikörper	   verwendet.	   Im	   Autostainer	  wurden	   die	   Schnitte	   zunächst	   zweimal	   5	  min	   mit	   einem	   Peroxidaseblock	   behandelt.	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Nach	   einem	   Spülschritt	   wurde	   das	   Gewebe	   30	  min	   mit	   den	   verschiedenen	  Primärantikörpern	   und	   20	  min	   mit	   dem	   polymergekoppelten	   Sekundärantikörper	  inkubiert.	   Als	   Substrat	   für	   die	   Meerrettichperoxidase	   diente	   3,3'-­‐Diaminobenzidin	  (DAB).	  Das	  Substrat	  wurde	  30	  min	  auf	  dem	  Gewebe	  belassen.	  Dann	  wurde	  das	  Gewebe	  mit	  Hämalaun	  (Mayer’s	  Haematoxylin,	  DAKO)	  gegengefärbt,	   indem	   im	  Autostainer	  das	  Gewebe	   5	  min	  mit	   Hämalaun	   inkubiert	  wurde	   und	   die	   Schnitte	   anschließend	   in	   einer	  Küvette	   circa	   10	  min	   mit	   lauwarmem	   Leitungswasser	   gespült	   und	   somit	   gebläut	  wurden.	  Die	  Konservierung	  des	  gefärbten	  Gewebes	  erfolgte	  wie	  im	  folgenden	  Abschnitt	  beschrieben.	  
	  
3.9.5 Aufsteigende	  Alkoholreihe	  und	  Eindeckeln	  Nach	   der	   HE-­‐Färbung	   oder	   einer	   Immunhistochemie	   wurde	   das	   Gewebe	   konserviert,	  indem	   es	   entwässert	   und	   eingedeckelt	  wurde.	   Zur	   Entwässerung	   des	   Gewebes	  wurde	  eine	   aufsteigende	  Alkoholreihe	  durchgeführt.	  Dazu	  wurden	  die	   Schnitte	   2	  min	   in	   70%	  Ethanol,	  2	  min	  in	  96%	  Ethanol,	  2	  min	  in	  100%	  Ethanol	  und	  5	  min	  in	  Xylol	  getaucht.	  Zur	  Konservierung	  wurden	  die	  Schnitte	  dann	  mit	  Vitroclud	  und	  Deckgläschen	  eingedeckelt.	  Dazu	   wurde	   etwas	   Vitroclud	   auf	   die	   Deckgläschen	   gegeben.	   Dann	   wurden	   die	  Deckgläschen	  vorsichtig	  auf	  das	  gefärbte	  und	  entwässerte	  Gewebe	  gedrückt,	  sodass	  auf	  dem	   Gewebe	   keine	   Luftblasen	   vorhanden	   waren.	   Überschüssiges	   Vitroclud	   wurde	  abgetupft	  und	  die	  Schnitte	  wurden	  einen	  Tag	  bei	  Raumtemperatur	  getrocknet.	  So	  wurde	  eine	  sehr	  langfristige	  Konservierung	  des	  gefärbten	  Gewebes	  erzielt.	  Das	  Gewebe	  wurde	  mit	  einem	  Durchlichtmikroskop	  angeschaut	  und	  beurteilt.	  	  	  

	  
4 Ergebnisse	  	  	  
4.1 Etablierung	  von	  CSN5-­‐knockdown-­‐Protokollen	  in	  verschiedenen	  
Kolorektalkrebszelllinien	  Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	   sollte	  untersucht	  werden,	  ob	  CSN5/JAB1	  bei	  der	  Entstehung	  von	  Kolorektalkarzinomen	  eine	  Rolle	   spielt	   und	  wie	   es	   die	  Tumorgenese	  beeinflussen	  könnte.	   Erste	   in	   vitro-­‐Experimente	   sollten	   klären,	   welche	   Funktionen	   CSN5/JAB1	   in	  humanen	  Kolorektalkrebszellen	   (CRC-­‐Zellen)	   hat,	   die	   auf	   eine	  Beteiligung	   in	   der	   CRC-­‐Entstehung	  hindeuten	  könnten.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  4.1:	  CSN5-­knockdown-­Optimierung	  in	  SW480-­Zellen.	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  mit	  100	  oder	  200	  pmol	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  76	  oder	  96	  h	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  gemittelten	  CSN5-­‐Werte,	  die	  jeweils	  über	  Aktin	  abgeglichen	  wurden,	  aus	  einem	  Versuch	  im	  Doppelansatz.	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Abbildung	   4.2:	   CSN5-­knockdown-­Optimierung	   in	   HT29-­Zellen.	   HT29-­‐Zellen	   wurden	   mit	   100	   oder	  200	  pmol	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  76	  oder	  96	  h	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  gemittelten	  CSN5-­‐Werte,	  die	  jeweils	  über	  Aktin	  abgeglichen	  wurden,	  aus	  einem	  Versuch	  im	  Doppelansatz.	  	  Eine	  elegante	  Methode	  zur	  Untersuchung	  von	  Proteinfunktionen	  in	  der	  Zelle	   ist	  der	  so	  genannte	   „knockdown“.	   Der	   CSN5-­knockdown	   fand	   in	   dieser	   Arbeit	   immer	   wieder	  Anwendung.	  Um	  eine	  möglichst	  starke	  Reduktion	  der	  intrazellulären	  CSN5-­‐Proteinlevel	  zu	   erreichen,	   wurde	   zunächst	   das	   Protokoll	   des	   CSN5-­knockdowns	   in	   verschiedenen	  später	  verwendeten	  Zelllinien	  optimiert.	  	  Bei	   der	   Optimierung	   des	   CSN5-­knockdowns	   kamen	   drei	   verschiedene	   humane	  Kolorektalkrebszelllinien	   zum	   Einsatz:	   SW480-­‐,	   HT29-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen.	   Die	   Zellen	  wurden	   in	   24-­‐well-­‐Platten	   ausgesät	   und	   über	  Nacht	   bei	   37°C	   und	   5%	  CO2	   anwachsen	  gelassen.	  Dann	  wurden	  die	  Zellen	  mit	  100	  pmol	  oder	  200	  pmol	  CSN5-­‐spezifischer	  siRNA	  (CSN5siRNA)	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  76	  oder	  96	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	   lysiert.	   Die	   Zelllysate	   wurden	   per	   SDS-­‐PAGE	   aufgetrennt	   und	   die	   Proteine	   per	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Western	   Blot	   sichtbar	   gemacht.	   In	   diesem	   Versuch	   wurden	   CSN5/JAB1	   und	   Aktin	  detektiert.	  Die	  detektierten	  Banden	  wurden	  densitometrisch	  ausgewertet.	  	  	  In	   Abbildung	   4.1	   ist	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Optimierung	   für	   SW480-­‐Zellen	   zu	   sehen.	  Gezeigt	  ist	  ein	  repräsentativer	  Western	  Blot	  (Abbildung	  4.1A)	  und	  die	  densitometrische	  Auswertung	  der	  Blots	   (Abbildung	  4.1B).	  Die	   relativen	  Proteinlevel	  berechnen	   sich	  aus	  den	   densitometrischen	   CSN5-­‐Werten	   geteilt	   durch	   die	   densitometrischen	   Aktinwerte	  derselben	   Spur.	   Die	   scrambled-­‐Werte	   wurden	   gleich	   100%	   gesetzt	   und	   die	   ent-­‐sprechenden	   CSN5siRNA-­‐Werte,	   nach	   Aktinabgleich,	   relativ	   zu	   den	   scrambled-­‐Werten	  berechnet.	  Es	  lässt	  sich	  erkennen,	  dass	  der	  CSN5-­knockdown	  in	  SW480-­‐Zellen	  mit	  einer	  
CSN5-­knockdown-­‐Effizienz	  zwischen	  45	  und	  60%	  mit	  allen	  erprobten	  Protokollen	  recht	  gut	   funktioniert	   hat.	   Das	   beste	   Resultat	   wurde	   mit	   100	  pmol	   siRNA	   und	   einer	  Transfektionszeit	  von	  96	  h	  mit	  einer	  CSN5-­knockdown-­‐Effizienz	  von	  60%	  erzielt,	  d.h.	  es	  war	  noch	  rund	  40%	  der	  endogenen	  CSN5-­‐Menge	  in	  den	  Zellen	  vorhanden.	  	  In	   Abbildung	   4.2	   ist	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Optimierung	   für	   HT29-­‐Zellen	   gezeigt.	   Die	  CSN5-­‐Level	   ließen	  sich	  in	  den	  Zellen	  um	  nur	  20%	  reduzieren.	  Am	  besten	  funktionierte	  der	  CSN5-­knockdown	  mit	  einer	  Transfektionszeit	  von	  76	  h	  und	  200	  pmol	  siRNA	  oder	  mit	  einer	  Transfektionszeit	  von	  96	  h	  und	  wahlweise	  100	  oder	  200	  pmol	  siRNA.	  	  	  In	   CaCo2-­‐Zellen	   ließen	   sich	   mit	   den	   erprobten	   Transfektionsprotokollen	   CSN5-­
knockdown-­‐Raten	  zwischen	  30	  und	  45%	  erzielen	  (Abbildung	  4.3).	  Eine	  Transfektion	  mit	  100	  pmol	  siRNA	  und	  einer	  Transfektionszeit	  von	  96	  h	  erzielte	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  mit	  rund	  45%	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  das	  beste	  Ergebnis.	  	  	  In	   einem	   weiteren	   Optimierungsansatz	   wurde	   getestet,	   ob	   mehrfache	   siRNA-­‐Transfektionen	   und/oder	   längere	   Transfektionszeiten	   zu	   einer	   erhöhten	   CSN5-­
knockdown-­‐Effizienz	   führen.	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   dabei	   in	   24-­‐well-­‐Platten	   ausgesät	  und	  über	  Nacht	  anwachsen	  gelassen.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurden	  die	  Zellen	  mit	  100	  pmol	  
CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Ein	  Teil	  der	  Zellen	  wurde	  dann	  nach	  48	  oder	  96	  h	  lysiert.	   Der	   andere	   Teil	   der	   Zellen	   wurde	   im	   Abstand	   von	   48	   h	   ein	   zweites	   Mal	   mit	  (si)RNA	  transfiziert.	  Die	  mehrfach	  transfizierten	  Zellen	  wurden	  dann	  nach	  insgesamt	  96,	  120,	  144,	  168	  oder	  192	  h	  Transfektionszeit	  lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  	  Wie	  in	  Abbildung	  4.4	  zu	  sehen,	  erzielten	  in	  dem	  Versuch	  zwei	  Transfektionen	  mit	  einer	  Transfektionszeit	  von	   insgesamt	  168	  oder	  192	  h	  die	  besten	  CSN5-­knockdown-­‐Raten	   in	  SW480-­‐Zellen	  (57%	  CSN5-­knockdown).	  	  Der	  Versuch	  wurde	  mit	  leicht	  veränderten	  Transfektionszeiten	  wiederholt	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	   Hier	   führten	   zwei	   Transfektionen	   mit	   einer	   Transfektionszeit	   von	   144	   oder	  216	  h	   Transfektionszeit	   zur	   stärksten	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   (47%	   bzw.	   62%	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level).	  	  In	  diesen	  Versuchen	  erzielten	  zwei	  Transfektionen	  zwar	  eine	  höhere	  CSN5-­knockdown-­‐Rate	   als	   nur	   eine	   Transfektion,	   die	   Ergebnisse	   waren	   aber	   nicht	   reproduzierbar	   und	  führten	   mit	   einem	   CSN5-­knockdown	   von	   rund	   60%	   im	   Vergleich	   zu	   den	   vorher	  etablierten	   Protokollen	  mit	   nur	   einer	   Transfektion	   auch	   nicht	   zu	   einer	   Erhöhung	   der	  
knockdown-­‐Rate.	  Daher	  wurden	  die	  Zellen	  im	  Folgenden	  nur	  ein	  Mal	  transfiziert.	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Abbildung	   4.3:	   CSN5-­knockdown-­Optimierung	   in	   CaCo2-­Zellen.	   CaCo2-­‐Zellen	   wurden	   mit	   100	   oder	  200	  pmol	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  76	  oder	  96	  h	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  gemittelten	  relativen	  CSN5-­‐Werte	  aus	  einem	  Versuch	  im	  Doppelansatz.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  4.4:	  CSN5-­knockdown-­Optimierung	  in	  SW480-­Zellen.	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  mit	  100	  pmol	  
CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  48	  oder	  96	  h	  lysiert	  (1	  Transfektion).	  Ein	  anderer	  Teil	  der	  Zellen	  wurde	  im	  Abstand	  von	  48	  h	  ein	  zweites	  Mal	  mit	  100	  pmol	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  (2	  Transfektionen).	  Die	  zweifach	  transfizierten	  Zellen	  wurden	  dann	  nach	  insgesamt	  96,	  120,	  144,	  168	  oder	  192	  h	  Transfektionszeit	  lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Gezeigt	  ist	  hier	  ein	  repräsentativer	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  von	  CSN5/JAB1	  und	  Aktin.	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4.2 CSN5/JAB1	  ist	  essentiell	  für	  die	  COP9-­‐Signalosomenstabilität	  	  Nach	   Etablierung	   von	   CSN5-­knockdown-­‐Protokollen	   in	   verschiedenen	   Kolorektal-­‐krebszellen,	   sollte	   zunächst	   untersucht	   werden,	   welche	   Rolle	   CSN5	   für	   die	   COP9-­‐Signalosomenstabilität	   spielt.	   In	   verschiedenen	   CRC-­‐Zellen	   wurden	   die	   CSN5-­‐Level	  reduziert	  und	  ein	  Effekt	  auf	  die	  CSN-­‐Untereinheiten	  CSN1	  und	  CSN8	  untersucht.	  	  	  Diese	  Untersuchungen	  sollten	  auch	  Rückschlüsse	   für	  andere	  Experimente	  zulassen,	  ob	  die	   später	   eventuell	   beobachteten	   CSN5-­‐Effekte	   in	   CRC-­‐Zellen	   auf	   CSN5	   in	   der	   freien	  Form,	  auf	  den	  gesamten	  CSN-­‐Komplex	  oder	  auf	  CSN5	  als	  Teil	  des	  Mini-­‐CSN-­‐Komplexes	  zurückzuführen	  sind.	  	  
	  
Abbildung	   4.5:	   CSN5	   beeinflusst	   die	   CSN1-­	   und	   CSN8-­Level	   in	   SW480-­Zellen.	   CSN5-­,	   CSN1-­	   und	  
CSN8-­Proteinlevel	   in	   SW480-­Zellen	   nach	   CSN5/JAB1-­knockdown.	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   mit	  
CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  96	  h	  lysiert.	  Die	  Lysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  von	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	  Aktin.	  B	  Densito-­‐metrische	   Auswertung	   der	   Western	   Blots.	   Dargestellt	   ist	   der	   Mittelwert±SEM	   aus	   fünf	   unabhängigen	  Experimenten	   im	   Dreifachansatz.	   Die	   densitometrischen	   CSN5-­‐,	   CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Werte	   wurden	   über	  Aktin	   abgeglichen.	   Die	   scrRNA-­‐Werte	   von	   einem	   Blot	   wurden	   gemittelt	   und	   gleich	   100%	   gesetzt,	   die	  
CSN5siRNA-­‐Werte	   wurden	   dann	   relativ	   zu	   den	   scrRNA-­‐Werten	   berechnet	   und	   gemittelt.	   	   *	   p<0,05	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  **	  p<0,005.	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4.2.1 CSN5/JAB1	  stabilisiert	  CSN1	  und	  CSN8	  in	  SW480-­‐Zellen	  Zunächst	   wurde	   der	   Einfluss	   von	   CSN5	   auf	   die	   CSN-­‐Stabilität	   in	   SW480-­‐Zellen	  untersucht.	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   in	   24-­‐well-­‐Platten	   ausgesät	   und	   über	   Nacht	  anwachsen	  gelassen.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurden	  die	  Zellen	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  96	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  die	  Zelllysate	  per	  SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert.	   Es	   wurden	   CSN5,	   CSN1,	   CSN8	   und	   Aktin	  detektiert.	   In	   Abbildung	   4.5	   ist	   ein	   repräsentativer	   Western	   Blot	   und	   die	   densito-­‐metrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots	   gezeigt.	  Der	  CSN5-­knockdown	   lag	   bei	   diesen	  Versuchen	  im	  Durchschnitt	  bei	  über	  50%,	  d.h.	  es	  war	  noch	  etwa	  die	  Hälfte	  des	  ursprüng-­‐lichen	   CSN5-­‐Proteins	   in	   den	   Zellen	   vorhanden.	   Die	   CSN5-­‐Level	   der	   mit	   CSN5siRNA	  transfizierten	  Zellen	  unterschieden	   sich	   sehr	   signifikant	   von	  den	  CSN5-­‐Leveln	  der	  mit	  scrRNA	   transfizierten	   Zellen.	   Nach	   CSN5-­knockdown	   waren	   auch	   die	   CSN1-­‐	   und	   die	  CSN8-­‐Level	   in	  den	  SW480-­‐Zellen	  deutlich	  reduziert.	  Die	  CSN1-­‐Level	  sanken	  signifikant	  um	   durchschnittlich	   etwa	   35%.	   Die	   CSN8-­‐Level	   wurden	   in	   SW480-­‐Zellen	   durch	   den	  
CSN5-­knockdown	  sehr	  signifikant	  um	  etwa	  50%	  reduziert.	  	  
4.2.2 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  CSN1-­‐	  und	  CSN8-­‐Level	  in	  HT29-­‐Zellen	  	  In	   SW480-­‐Zellen	   konnte	   also	   ein	   klarer	   Effekt	   des	   CSN5	   auf	   die	   CSN-­‐Untereinheiten	  CSN1	  und	  CSN8	  nachgewiesen	  werden.	  Nun	   sollte	   dieser	  Effekt	   auch	   in	   anderen	  CRC-­‐Zelllinien	   untersucht	  werden.	  Die	   zweite	   untersuchte	   Zelllinie	  waren	  HT29-­‐Zellen,	   die	  analog	  mit	  CSN5(si)RNA	  behandelt	  wurden.	  	  Wie	  in	  Abbildung	  4.6	  zu	  sehen,	  führte	  die	  CSN5siRNA-­‐Transfektion	  der	  HT29-­‐Zellen	  zu	  einer	   durchschnittlichen	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   um	   17%.	   Die	   CSN1-­‐Level	   sanken	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  um	  durchschnittlich	  7%.	  Die	  CSN8-­‐Level	  wurden	  durch	  die	  siRNA-­‐Transfektion	   um	   rund	   18%	   reduziert.	   Im	   Vergleich	   zu	   den	   Ergebnissen	   mit	  SW480-­‐Zellen	   waren	   die	   Effekte	   in	   HT29-­‐Zellen	   kleiner,	   aber	   es	   waren	   die	   gleichen	  Trends	  in	  beiden	  Zelllinien	  erkennbar.	  	  
4.2.3 CSN1-­‐	  und	  CSN8-­‐Level	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  Der	  Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  CSN1	  und	  auf	  CSN8	  wurde	  auch	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  untersucht.	  CaCo2-­‐Zellen	  wurden	  analog	  zu	  den	  bisherigen	  Versuchen	  mit	  CSN5(si)RNA	  behandelt.	  	  	  Der	  CSN5-­knockdown	  hat	  auch	   in	  CaCo2-­‐Zellen	  mit	  einer	  durchschnittlichen	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  um	  40%	  gut	  funktioniert	  (Abbildung	  4.7).	  Die	  CSN8-­‐Level	  sanken	  in	   den	   Zellen	   durch	   den	   CSN5-­knockdown	   um	   durchschnittlich	   24%.	   Die	   CSN1-­‐Level	  wurden	  durch	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Proteinlevel	  ebenfalls	  gesenkt,	  durchschnittlich	  aber	  nur	  um	  rund	  7%	  gegenüber	  der	  ursprünglichen	  Proteinmenge.	  Beide	  Effekte	  waren	  jedoch	  nicht	  signifikant.	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Abbildung	   4.6:	   CSN5-­,	   CSN1-­	   und	   CSN8-­Level	   in	   HT29-­Zellen	   nach	   CSN5/JAB1-­knockdown.	  HT29-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   96	   h	   Transfektionszeit	   lysiert.	   Die	  Zelllysate	   wurden	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert.	   A	   Repräsentative	   Western	   Blots	   mit	  Detektion	  von	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	  Aktin.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  ist	  der	  Mittelwert	  der	  relativen	  Proteinlevel	  aus	  zwei	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppelansatz.	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Abbildung	  4.7:	   CSN5-­,	   CSN1-­	  und	  CSN8-­Level	   in	   CaCo2-­Zellen	  nach	  CSN5/JAB1-­knockdown.	  CaCo2-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  96	  h	  lysiert.	  Die	  Lysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  von	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	   Aktin.	  B	   Densitometrische	   Auswertung	   der	  Western	   Blots.	   Dargestellt	   sind	   die	   mittleren	   relativen	  Proteinlevel±SD	  aus	  fünf	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppel-­‐	  oder	  Dreifachansatz.	  **	  p<	  0,005.	  	  
4.2.4 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  CSN1	  und	  CSN8	  in	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  Als	   weitere	   Kolorektalkrebszelllinien	   kamen	   HCT116-­‐Zellen	   mit	   und	   ohne	   p53-­‐Expression	   zum	   Einsatz.	   Das	   Besondere	   an	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   ist,	   dass	   sie	   ein	  Wildtyp-­‐p53-­‐Protein	   haben.	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   besitzen	   kein	   p53.	   Die	   beiden	   Zell-­‐linien	  im	  Vergleich	  eignen	  sich	  also	  sehr	  gut,	  um	  zusätzlich	  eine	  mögliche	  Rolle	  von	  p53	  bei	   den	   beobachteten	   Effekten	   zu	   untersuchen.	   CSN5	   und	   p53	   sind	   bereits	   als	  Interaktionspartner	  beschrieben	  und	  CSN5	  fördert	  bekannterweise	  den	  p53-­‐Abbau	  (Lee	  et	  al.,	  2006;	  Oh	  et	  al.,	  2006a).	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HCT116-­‐Zellen	   wurden	   wie	   bereits	   beschrieben	   mit	   CSN5(si)RNA	   transfiziert.	   In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   führte	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   (72	  h)	   zu	   einer	   signifikanten	  Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   um	   rund	   20%	   (Abbildung	   4.8).	   Die	   CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Level	  veränderten	  sich	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  kaum.	  Die	  Transfektion	  von	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  mit	  siRNA	  führte	  zu	  einer	  signifikanten	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  um	  rund	  40%.	  Durch	  den	  CSN5-­knockdown	  wurden	  die	  intrazellulären	  CSN1-­‐Level	  signifikant	  reduziert	  (etwa	   10%	   Reduktion).	   Die	   CSN8-­‐Level	   sanken	   durch	   die	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	  hingegen	  nur	  geringfügig.	  	  	  
	  	  
Abbildung	   4.8:	   CSN5-­,	   CSN1-­	   und	   CSN8-­Proteinlevel	   in	   HCT116p53wt-­	   und	   HCT116p53–/–-­Zellen	  
nach	  CSN5/JAB1-­knockdown.	  Die	  Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  72	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tativer	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  von	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	  Aktin.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	   Blots.	   Dargestellt	   sind	   die	   mittleren	   relativen	   Proteinlevel±SD	   aus	   sechs	   unabhängigen	  Experimenten	  im	  Dreifachansatz.	  *	  p<0,05	  	  **	  p<	  0,005.	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Der	   gleiche	   Versuchsansatz	   wurde	   in	   HCT116-­‐Zellen	   auch	   zweimal	   mit	   einer	  Transfektionszeit	   von	   96	  h	   durchgeführt.	   Dabei	   wurden	   die	   CSN5-­‐Level	   durch	   die	  siRNA-­‐Transfektion	  weniger	  reduziert,	  aber	  auch	  hier	  sanken	  die	  CSN1-­‐	  und	  CSN8-­‐Level	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  leicht	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  	  Bei	   fast	   allen	   untersuchten	   Kolorektalkrebszellen	   lässt	   sich	   ein	   Effekt	   des	   CSN5-­
knockdowns	  auf	  die	  Level	  der	  CSN-­‐Untereinheiten	  CSN1	  und	  CSN8	  feststellen.	  Je	  besser	  der	  CSN5-­knockdown	  funkionierte,	  d.h.	  je	  stärker	  die	  CSN5-­‐Level	  in	  den	  Zellen	  reduziert	  wurden,	   desto	   stärker	   sanken	   auch	   die	   CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Level	   in	   den	   Zellen.	   Meist	  waren	  die	  CSN8-­‐Level	  durch	  die	  CSN5-­‐Reduktion	  stärker	  betroffen	  als	  die	  CSN1-­‐Level.	  CSN5	  scheint	  also	  für	  die	  Stabilität	  des	  COP9-­‐Signalosoms	  wichtig	  zu	  sein.	  	  	  
4.3 Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  die	  Zellzyklusregulatoren	  p27,	  p53	  und	  den	  
intrazellulären	  Bindungspartner	  MIF	  in	  Kolorektalkrebszellen	  In	   den	   vorangegangenen	   Experimenten	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   ein	   CSN5-­
knockdown	   in	   verschiedenen	   Kolorektalkrebszelllinien	   reduzierenden	   Einfluss	   auf	   die	  Level	   der	   CSN-­‐Untereinheiten	   CSN1	   und	   CSN8	   hat.	   Nun	   sollte	   der	   Blick	   auf	   die	  möglichen	  CSN5-­‐Funktionen	  um	  weitere	  tumorrelevante	  Proteine	  in	  der	  Zelle	  erweitert	  werden.	   Da	   wir	   vermuten,	   dass	   CSN5	   bei	   der	   Tumorgenese	   des	   Kolorektalkarzinoms	  eine	   Rolle	   spielen	   könnte,	   lag	   es	   nahe,	  mögliche	   Effekte	   des	   CSN5/JAB1-­‐Moleküls	   auf	  verschiedene	  Zellzyklusregulatoren	  und	  Tumorsuppressoren	  zu	  untersuchen.	   In	  vielen	  Tumorentitäten	   ist	   eine	   inverse	   Korrelation	   der	   p27-­‐Level	   und	   der	   CSN5/JAB1-­‐Level	  beschrieben.	   Ob	   es	   diese	   Korrelation	   auch	   bei	   Kolorektalkrebs	   gibt,	   ist	   bislang	   nicht	  untersucht	  worden.	  Das	  CSN	  mit	  seinen	  assoziierten	  Enzymen,	  wie	  z.B.	  Mdm2,	  ist	  an	  der	  Phosphorylierung	   von	   p53	   beteiligt	   und	   ist	   wichtig	   für	   die	   p53-­‐Stabilität	   nach	   DNA-­‐Schaden.	  Auch	  in	  Darmzellen	  könnte	  es	  also	  eine	  Verbindung	  zwischen	  CSN5/JAB1	  und	  dem	  Tumorsuppressor	  p53	  geben.	  Das	  dritte	   in	  diesem	  Abschnitt	  betrachtete	  Molekül	  ist	  MIF	  als	  intrazellulärer	  Interaktionspartner	  von	  CSN5/JAB1.	  	  	  
4.3.1 Ein	  CSN5-­‐knockdown	  reduziert	  die	  p53-­‐Level	  in	  SW480-­‐Zellen,	  hat	  aber	  keinen	  
Effekt	  auf	  die	  p27-­‐Level	  Zunächst	  wurde	  der	  mögliche	  CSN5-­‐Effekt	  auf	  die	  Zellzyklusregulatoren	  und	  bekannten	  Interaktionspartner	  in	  SW480-­‐Zellen	  untersucht.	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  96	  h	  Transfektionszeit	  lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Es	  wurden	  CSN5,	  p27,	  p53,	  MIF	  und	  Aktin	  detektiert.	  	  	  Wie	   in	   Abbildung	   4.9	   zu	   sehen,	   lag	   die	   durchschnittliche	   CSN5-­knockdown-­‐Rate	   in	  SW480-­‐Zellen	   –	   wie	   bereits	   nach	   den	   Optimierungsexperimenten	   vorhersagbar	   –	   bei	  etwa	   50%,	   d.h.	   die	   CSN5-­‐Level	   wurden	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   signifikant	  reduziert.	   Bei	   den	   p27-­‐Leveln	   ließ	   sich	   durch	   den	  CSN5-­knockdown	   keine	   signifikante	  Veränderung	   feststellen.	   Die	   p53-­‐Level	   wurden	   durch	   die	   Reduktion	   der	   CSN5/JAB1-­‐Level	   wenig,	   aber	   signifikant,	   gesenkt	   (etwa	   15%	   Reduktion).	   Die	   MIF-­‐Proteinlevel	  wurden	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  kaum	  beeinflusst.	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Abbildung	   4.9:	   CSN5-­,	   p27-­,	   p53-­	   und	   MIF-­Level	   nach	   CSN5/JAB1-­knockdown	   in	   SW480-­Zellen.	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  96	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	   Zelllysate	  wurden	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	  Western	   Blot	   analysiert.	  A	   Repräsentative	  Western	   Blots	  mit	  Detektion	  von	  CSN5,	  p27,	  p53,	  MIF	  und	  Aktin.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	   die	   Mittelwerte±SD	   der	   relativen	   Proteinlevel	   aus	   vier	   bis	   fünf	   unabhängigen	   Experimenten	   im	  Doppel-­‐	  oder	  Dreifachansatz.	  *	  p<0,05	  	  **p<0,005.	  	  In	  einem	  dieser	  Versuche	  wurden	  auch	  die	  Level	  von	  phosphoryliertem	  p53	  angeschaut.	  Durch	  den	  CSN5-­knockdown	  stiegen	  die	  phospho-­‐p53-­‐Level	  in	  SW480-­‐Zellen	  um	  knapp	  50%	  an	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  	  	  In	  SW480-­‐Zellen	  konnte	  also	  ein	  leichter	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  p53-­‐Level	  beobachtet	  werden.	  Hingegen	  gab	  es	  keine	  Hinweise	  auf	  eine	  Veränderung	  der	  p27-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  nach	  CSN5-­knockdown.	  	  
4.3.2 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  p27-­‐,	  p53-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  in	  HT29-­‐Zellen	  Der	  Effekt	  der	  CSN5-­‐Level-­‐Reduktion	  auf	  die	  p27-­‐,	  p53-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  wurde	  auch	   in	  HT29-­‐Zellen	  untersucht.	  Dazu	  wurden	  die	   intrazellulären	  CSN5/JAB1-­‐Level	   per	   siRNA	  reduziert	   und	  die	   Zellen	   lysiert.	   In	   dem	  Versuch	  konnten	  die	  CSN5/JAB1-­‐Level	   in	   den	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HT29-­‐Zellen	  durch	  die	  siRNA-­‐Transfektion	  um	  knapp	  20%	  reduziert	  werden.	  Die	  MIF-­‐Level	   wurden	   durch	   den	   CSN5-­knockdown	   um	   etwa	   10%	   reduziert.	   Die	   p53-­‐Level	  wurden	  bei	  den	  CSN5siRNA-­‐tranfizierten	  Zellen	  um	  etwa	  15%	  reduziert.	  Bei	  den	  p27-­‐Leveln	   ließen	   sich	   durch	   die	   CSN5-­‐Reduktion	   kaum	   Unterschiede	   gegenüber	   den	  Kontrollzellen	  feststellen,	  tendenziell	  sanken	  sie	  nach	  CSN5siRNA-­‐Transfektion	  aber	  ein	  wenig	   (etwa	  5%	  Reduktion).	  Die	  beschriebenen	  Daten	  beruhen	  auf	   einem	  Versuch	   im	  Doppelansatz	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  	  	  
4.3.3 Effekt	  der	  CSN5-­‐Reduktion	  auf	  die	  p27-­‐,	  p53-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  	  
	  
Abbildung	   4.10:	   CSN5-­,	   p27-­,	   MIF-­	   und	   p53-­Level	   in	   CaCo2-­Zellen	   nach	   CSN5-­knockdown.	   CaCo2-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   96	   h	   Transfektionszeit	   lysiert.	   Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentative	  Western	  Blots.	  B	  Densito-­‐metrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  mittleren	  relativen	  Proteinlevel±SD.	  Die	  CSN5-­‐,	  p27-­‐	  und	  MIF-­‐Daten	  stammen	  aus	  fünf	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppel-­‐	  oder	  Dreifachansatz.	  Die	  p53-­‐Daten	  stammen	  aus	  einem	  Versuch	  im	  Doppelansatz.	  **	  p<0,005.	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Die	  dritte	  Kolorektalkrebszelllinie,	  in	  der	  die	  p27-­‐,	  p53-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  nach	  CSN5/JAB1-­
knockdown	  untersucht	  wurden,	  waren	  CaCo2-­‐Zellen.	  Die	  CaCo2-­‐Zellen	  wurden	  ebenfalls	  mit	  CSN5-­‐spezifischer	  siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  	  	  Der	  CSN5-­knockdown	  hat	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  mit	  einer	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  um	  durchschnittlich	  etwa	  40%	  –	  wie	  erwartet	  –	  recht	  gut	  funktioniert	  (Abbildung	  4.10).	  Bei	  den	   p27-­‐	   und	   MIF-­‐Leveln	   ließen	   sich	   keine	   signifikanten	   Veränderungen	   durch	   die	  CSN5-­‐Reduktion	  beobachten.	  Die	  p53-­‐Level	  lagen	  nach	  CSN5-­knockdown	  über	  denen	  der	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen.	  Die	  p53-­‐Daten	  sind	  bislang	  aber	  wenig	  aussagekräftig,	  da	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  nur	  bei	  einem	  Versuch	  p53	  detektiert	  wurde.	  	  	  
4.3.4 CSN5-­‐Effekt	  auf	  die	  p27-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  in	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  	  
	  	  
Abbildung	  4.11:	  CSN5-­,	  p27-­	  und	  MIF-­Level	  in	  HCT116-­Zellen	  nach	  CSN5-­knockdown.	  HCT116p53wt-­‐	  und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   72	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tativer	  Western	  Blot.	   B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	   ist	   der	  Mittelwert±SD	  der	  relativen	  Proteinlevel	  aus	  sechs	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Dreifachansatz.	  	  *	  p<0,05	  	  **p<0,005.	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Auch	  in	  HCT116-­‐Zellen	  wurde	  der	  mögliche	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  intrazellulären	  p27-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  nach	  72	  h	  CSN5siRNA-­‐Transfektion	  untersucht.	  	  	  In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  führte	  die	  siRNA-­‐Transfektion	  zu	  einer	  signifikanten	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  um	  etwa	  20%	  (Abbildung	  4.11).	  Die	  p27-­‐Level	  wurden	  reduziert	  und	  die	  MIF-­‐Level	  stiegen	  zwar	  marginal	  –	  aber	  signifikant	  –	  um	  etwa	  10%	  an.	  	  Auch	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   führte	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   zu	   einer	   signifikanten	  Reduktion	  der	   CSN5-­‐Level	   (etwa	  40%	  Reduktion).	  Die	   p27-­‐	   und	  MIF-­‐Level	  wurden	   in	  diesen	  Zellen	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  nicht	  beeinflusst.	  	  	  In	  diesem	  Abschnitt	  wurde	  ein	  möglicher	  Effekt	  von	  CSN5/JAB1	  auf	  die	  p27-­‐,	  p53-­‐	  und	  MIF-­‐Level	   in	   SW480-­‐,	   HT29-­‐,	   CaCo2-­‐,	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	  untersucht.	  In	  SW480-­‐Zellen	  ließ	  sich	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  eine	  Reduktion	  der	  p53-­‐Level	   beobachten	   und	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   stiegen	   die	   MIF-­‐Level	   bei	   CSN5-­
knockdown	   leicht	   an.	   Ansonsten	   waren	   die	   beobachteten	   Effekte	   eher	   schwach,	  uneindeutig	  und	   ließen	   sich	   für	  die	   verschiedenen	  Zelllinien	  nicht	   verallgemeinern.	   In	  den	   hier	   gezeigten	   Experimenten	   in	   CRC-­‐Zellen	   ist	   es	   bislang	   nicht	   gelungen,	   den	   in	  anderen	   Tumorzellen	   oft	   beschriebenen	   Zusammenhang	   von	   CSN5/JAB1	   und	   p27	  nachzuweisen.	  	  
4.4 CSN5	  hat	  Einfluss	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  	  Der	   Wnt-­‐Signalweg	   ist	   der	   im	   Kolorektalkrebs	   am	   häufigsten	   mutierte	   zelluläre	  Signalweg.	  Wenn	  CSN5/JAB1	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  kolorektale	  Tumorgenese	  hat,	  wäre	  es	   denkbar,	   dass	   CSN5	   auch	   den	   Wnt-­‐Signalweg	   beeinflusst.	   β-­‐Catenin	   ist	   das	  Schlüsselmolekül	  des	  Wnt-­‐Signalwegs,	  das	  ohne	  Aktivierung	  des	  Signalwegs	  permanent	  abgebaut	   wird.	   Dazu	   wird	   β-­‐Catenin	   zunächst	   phosphoryliert,	   dann	   ubiquitiniert	   und	  anschließend	  durch	  das	  26S	  Proteasom	  abgebaut.	  	  In	  diesem	  Abschnitt	  wurde	  untersucht,	  ob	  CSN5	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  und	  die	  Level	  des	  phosphorylierten	  β-­‐Catenins	  hat.	  Dazu	  kamen	  verschiedene	  Zelllinien	  zum	   Einsatz:	   HEK293-­‐	   und	   HeLa-­‐Zellen	   wurden	   als	   etablierte	   Modellzelllinien	  ausgewählt,	  da	  sie	  keine	  Mutationen	  im	  Wnt-­‐Signalweg	  haben.	  Die	  gleiche	  Fragestellung	  wurde	   dann	   auch	   in	   den	   Kolorektalkrebszelllinien	   SW480	   und	   CaCo2	   untersucht,	   die	  diverse	  Mutationen	  im	  Wnt-­‐Signalweg	  haben.	  	  
4.4.1 CSN5	  hat	  Effekte	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  in	  HEK293-­‐Zellen	  HEK293-­‐Zellen	  haben	  keine	  bekannten	  Mutationen	  im	  Wnt-­‐Signalweg.	  In	  diesen	  Zellen	  sollte	  untersucht	  werden,	  ob	  eine	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  Einfluss	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  hat.	  	  Dazu	  wurden	  HEK293-­‐Zellen	  mit	  CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   72	   h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  auf	  β-­‐Catenin	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin	  untersucht.	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In	   Abbildung	   4.12	   sind	   repräsentative	   Western	   Blots	   und	   die	   dazugehörige	   densito-­‐metrische	   Auswertung	   gezeigt.	   In	   dem	   hier	   gezeigten	   Experiment	   sanken	   die	   CSN5-­‐Level	   in	  HEK293-­‐Zellen	  durch	  die	  siRNA-­‐Transfektion	  um	  rund	  20%.	  Durch	  den	  CSN5-­
knockdown	  reduzierten	  sich	  auch	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  um	  rund	  20%	  und	  die	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  um	  etwa	  15%.	  Bei	  einer	  Wiederholung	  des	  Versuchs	  gelang	  es	  nicht	  die	  CSN5-­‐Level	   zu	   senken.	   Da	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Raten	   mit	   dem	   bislang	   etablierten	  
knockdown-­‐Protokoll	   in	   HEK293-­‐Zellen	   nicht	   sehr	   hoch	   waren,	   wurden	   die	   Unter-­‐suchungen	  –	  ohne	  längere	  Optimierungsversuche	  –	  in	  HeLa-­‐Zellen	  fortgesetzt.	  
	  	  
Abbildung	   4.12:	   CSN5-­,	   β-­Catenin-­	   und	   phospho-­β-­Catenin-­Level	   in	   HEK293-­Zellen	   nach	  
CSN5/JAB1-­knockdown.	  HEK293-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  72	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tative	   Western	   Blots.	   B	   Densitometrische	   Auswertung	   der	   Western	   Blots.	   Gezeigt	   sind	   die	   mittleren	  relativen	  Proteinlevel	  eines	  Experiments	  im	  Dreifachansatz.	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4.4.2 CSN5	  beeinflusst	  die	  β-­‐Catenin-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  in	  HeLa-­‐Zellen	  HeLa-­‐Zellen	   sind	   Zervixkarzinomzellen	   ohne	   bekannte	  Mutationen	   im	  Wnt-­‐Signalweg.	  Auch	   in	   dieser	  Modellzelllinie	  wurde	   der	   Fragestellung	   nachgegangen,	   ob	   CSN5	   einen	  Einfluss	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  hat.	  	  HeLa-­‐Zellen	   wurden	   wiederum	  mit	   CSN5-­‐spezifischer	   siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	  und	  72	  h	  nach	  der	  Transfektion	  lysiert.	  	  	  Wie	   in	   Abbildung	   4.13	   zu	   sehen,	   hat	   der	   CSN5-­knockdown	   in	   HeLa-­‐Zellen	   mit	   einer	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  um	  etwa	  55%	  sehr	  gut	  funktioniert	  und	  ist	  signifikant.	  Die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   sanken	   durch	   die	   Reduktion	   des	   CSN5	   leicht	   um	   etwa	   10%.	   Die	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   wurden	   dagegen	   signifikant	   um	   durchschnittlich	   etwa	   30%	  reduziert.	  	  
	  
Abbildung	  4.13:	   CSN5-­,	  β-­Catenin-­	   und	  phospho-­β-­Catenin-­Level	   in	  HeLa-­Zellen	  nach	  CSN5/JAB1-­
knockdown.	  HeLa-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  72	  h	  Transfektions-­‐zeit	  lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  Mittelwerte±SEM	  der	  relativen	  Proteinlevel	  aus	  vier	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Dreifachansatz.	  	  *	  p<0,05	  	  **	  p<0,005.	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4.4.3 Die	  β-­‐Catenin-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  sinken	  in	  SW480-­‐Zellen	  nach	  CSN5-­‐
knockdown	  In	   HeLa-­‐Zellen	   führten	   reduzierte	   CSN5-­‐Level	   zu	   erniedrigten	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Werten.	   Nun	   sollte	   untersucht	   werden,	   ob	   CSN5	   auch	   in	   verschiedenen	   Darmzellen	  diesen	   Effekt	   auf	  β-­‐Catenin	   hat.	   Dazu	   kamen	   zunächst	   SW480-­‐Zellen	   zum	  Einsatz,	   die	  eine	   APC-­‐Mutation	   haben.	   APC	   ist	   ein	   essentieller	   Bestandteil	   des	   β-­‐Catenin-­‐Abbau-­‐komplexes	  (Hinoi	  et	  al.,	  2000).	  	  	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  in	  24-­‐well-­‐Platten	  ausgesät	  und	  am	  nächsten	  Tag	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  96	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert.	  	  
	  
Abbildung	  4.14:	  CSN5-­,	  β-­Catenin-­	  und	  phospho-­β-­Catenin-­Level	  in	  SW480-­Zellen	  nach	  CSN5/JAB1-­
knockdown.	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   96	   h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tative	  Western	  Blots.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	   ist	   der	  Mittelwert±SD	  der	  relativen	  Proteinlevel	  aus	  sechs	  bis	  acht	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppel-­‐	  oder	  Dreifachansatz.	  *	  p<0,05	  	  **p<0,005.	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Die	   siRNA-­‐Transfektion	   der	   SW480-­‐Zellen	   hat	   in	   diesen	   Versuchen	   zu	   einer	   sehr	  signifikanten	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   um	   durchschnittlich	   50%	   geführt	   (Abbildung	  4.14).	   In	   Folge	   des	  CSN5-­knockdowns	   sanken	   auch	   die	  β-­‐Catenin-­‐	   und	   die	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  (sehr)	  signifikant.	  Die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  sanken	  durch	  die	  CSN5-­‐Reduktion	  durchschnittlich	  um	  knapp	  50%.	  Die	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  sanken	  durch	  den	  CSN5-­
knockdown	  um	  rund	  25%.	  Auch	  in	  SW480-­‐Zellen	  ließ	  sich	  also	  ein	  deutlicher	  Effekt	  von	  CSN5	   auf	   β-­‐Catenin,	   als	   Schlüsselmolekül	   des	   Wnt-­‐Signalwegs,	   und	   seine	   phospho-­‐rylierte	  Form	  nachweisen.	  	  
4.4.4 CSN5-­‐Effekt	  auf	  die	  β-­‐Cateninlevel	  in	  CaCo2-­‐Zellen	  Als	  weitere	  Kolorektalkrebszelllinie	   kamen	  bei	  dieser	  Fragestellung	  CaCo2-­‐Zellen	   zum	  Einsatz.	  CaCo2-­‐Zellen	  haben	  mutierte	  APC-­‐	  und	  β-­‐Catenin-­‐Proteine	  (Ilyas	  et	  al.,	  1997).	  
	  
Abbildung	   4.15:	   CSN5-­	   und	   β-­Catenin-­Level	   nach	   CSN5-­knockdown	   in	   CaCo2-­Zellen.	   CaCo2-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	   scrRNA	   transfiziert	  und	  nach	  96	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsentativer	  Western	  Blot.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	   der	  Western	   Blots.	   Dargestellt	   sind	   die	  Mittelwerte±SD	   der	   relativen	   Proteinlevel	   aus	   fünf	  unabhängigen	  Versuchen	  im	  Doppel-­‐	  oder	  Dreifachansatz.	  **	  p<0,005.	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Wie	  in	  Abbildung	  4.15	  zu	  sehen,	  hat	  der	  CSN5-­knockdown	  mit	  einer	  durchschnittlichen	  Reduktion	  der	   CSN5-­‐Level	   um	  35%	   recht	   gut	   funktioniert	   und	   konnte	   die	   CSN5-­‐Level	  signifikant	  reduzieren.	  Bei	  den	  β-­‐Catenin-­‐Leveln	  ließen	  sich	  dagegen	  keine	  Unterschiede	  zwischen	  CSN5siRNA-­‐	  und	  scrRNA-­‐Transfektanten	  erkennen.	  	  In	  HeLa-­‐	  und	  SW480-­‐Zellen	  konnten	  deutliche	  Effekte	  von	  CSN5/JAB1	  auf	  β-­‐Catenin	  als	  Schlüsselmolekül	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   nachgewiesen	   werden.	   Durch	   den	   CSN5-­
knockdown	   wurden	   sowohl	   die	   gesamten	   β-­‐Catenin-­‐Level	   als	   auch	   die	   Level	   des	  phosphorylierten	  β-­‐Catenins	  reduziert.	  	  
4.5 CSN5	  hat	  Effekte	  auf	  die	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  Im	   vorangegangenen	   Abschnitt	   konnte	   in	   verschiedenen	   Zelllinien	   ein	   Effekt	   von	  CSN5/JAB1	   auf	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   beobachtet	   werden.	   Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	  wurden	   daher	   auch	   die	   möglichen	   Effekte	   von	   CSN5	   auf	   einige	   Zielgene	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	  nach	  CSN5-­knockdown	  untersucht.	  	  	  
4.5.1 Effekt	  von	  CSN5/JAB1	  auf	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  in	  SW480-­‐Zellen	  Bei	   dieser	   Fragestellung	   kamen	   zunächst	   SW480-­‐Zellen	   zum	   Einsatz.	   Der	   mögliche	  CSN5-­‐Effekt	   auf	   die	   Zielgene	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   wurde	   in	   diesen	   Zellen	   sowohl	   auf	  Protein-­‐	  als	  auch	  auf	  RNA-­‐Ebene	  untersucht.	  	  	  
4.5.1.1 CSN5	  hat	  einen	  Effekt	  auf	  die	  Cyclin	  D1-­‐Proteinlevel	  in	  SW480-­‐Zellen	  Um	  zu	  untersuchen,	  ob	  CSN5	  einen	  Effekt	  auf	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  hat,	  wurde	  zunächst	   die	   bereits	   etablierte	   Methode	   des	   CSN5-­knockdowns	   mit	   anschließender	  Untersuchung	  der	  Proteinlevel	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  angewandt.	  	  	  Es	   wurden	   CSN5/JAB1,	   Cyclin	   D1,	   c-­‐Jun,	   Survivin	   und	   Aktin	   auf	   den	   Western	   Blots	  detektiert.	  	  Durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   wurde	   eine	   signifikante	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   um	  etwa	   60%	   erzielt	   (Abbildung	   4.16).	   Die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   stiegen	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   signifikant	   um	   etwa	   20%	   an.	   Die	   c-­‐Jun-­‐	   und	   Survivinlevel	   änderten	   sich	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  nicht.	  	  
4.5.1.2 CSN5	  beeinflusst	  die	  mRNA-­‐Level	  verschiedener	  Wnt-­‐Zielgene	  in	  SW480-­‐Zellen	  Neben	  der	  Untersuchung	  der	  Proteinlevel	   verschiedener	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  nach	  CSN5-­knockdown,	  wurden	  auch	  die	  mRNA-­‐Level	  in	  den	  SW480-­‐Zellen	  untersucht.	  	  	  Nach	   96	  h	   Transfektionszeit	   wurde	   die	   mRNA	   per	   Trizol	   isoliert,	   daraus	   cDNA	  synthetisiert	   und	  diese	  per	  RT-­‐PCR	  analysiert.	  Die	  Ergebnisse	  dieses	  Versuchs	   sind	   in	  Abbildung	  4.17	   zu	   sehen.	  Wie	   in	  Teil	   A	   und	  B	   der	  Abbildung	   zu	   sehen,	   hat	   der	  CSN5-­
knockdown	  auch	  in	  diesem	  Versuch	  mit	  rund	  40%	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  gut	  funktioniert.	   In	   Teil	   C	   der	   Abbildung	   sind	   die	   CSN5-­‐mRNA-­‐Level	   zu	   sehen.	   Auch	   die	  CSN5-­‐mRNA-­‐Level	   sanken	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   um	   rund	   50%.	   Ebenso	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veränderten	   sich	   die	   Level	   der	   untersuchten	   Zielgene	   nach	   CSN5-­knockdown.	   Dabei	  stiegen	   die	   Level	   von	   c-­‐MYC	   und	   CD44	   leicht	   an,	   während	   die	   Level	   von	   MMP7	   und	  BMP4	   leicht	  sanken	  (Abbildung	  4.17D).	  Die	  hier	  gezeigten	  Pilotdaten	  können	  aber	  nur	  einen	   ersten	   Eindruck	   vermitteln,	   welchen	   Effekt	   CSN5	   auf	   die	   Wnt-­‐Zielgene	   haben	  könnte.	  Zur	  Bestätigung	  der	  Daten	  sollte	  der	  Versuch	  noch	  mehrfach	  wiederholt	  werden.	  	  	  	  
	  
Abbildung	   4.16:	   CSN5-­,	   Cyclin	   D1-­,	   c-­Jun-­	   und	   Survivin-­Proteinlevel	   in	   SW480-­Zellen	   nach	  CSN5-­
knockdown.	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert	   und	   nach	   96	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tative	  Western	  Blots.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  Mittelwerte±SD	  der	   relativen	   Proteinlevel	   aus	   vier	   bis	   fünf	   Experimenten	   im	   Doppel-­‐	   oder	   Dreifachansatz.	   	   *	   p<0,05	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  **	  p<0,005.	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Abbildung	   4.17:	   mRNA-­Level	   von	   c-­myc,	   MMP7,	   CD44	   und	   BMP4	   in	   SW480-­Zellen	   nach	   CSN5-­
knockdown.	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  96	  h	  Transfektionszeit	  wurde	   aus	   den	   Zellen	   RNA	   isoliert,	   cDNA	   synthetisiert	   und	   die	   mRNA-­‐Level	   wurden	   per	   RT-­‐PCR	  analysiert.	   Parallel	   wurden	   Zellen	   lysiert	   und	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	  Western	   Blot	   analysiert.	  A	  Repräsen-­‐tativer	   Western	   Blot	   mit	   Detektion	   von	   CSN5/JAB1	   und	   Aktin.	   B	   Densitometrische	   Auswertung	   des	  Western	   Blots.	   C	   Relative	   CSN5-­‐mRNA-­‐Level.	   D	   Relative	   mRNA-­‐Level	   der	   Wnt-­‐Zielgene	   c-­‐myc,	   MMP7,	  CD44	  und	  BMP4.	  Die	  Daten	  stammen	  aus	  einem	  Versuch	  in	  Doppelbestimmung.	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4.5.2 CSN5	  hat	  einen	  p53-­‐abhängigen	  Effekt	  auf	  Survivin	  in	  HCT116-­‐Zellen	  
	  
Abbildung	   4.18:	   CSN5-­,	  β-­Catenin-­,	   Cyclin	   D1-­,	   c-­Jun-­	   und	   Survivin-­Proteinlevel	   in	   HCT116p53wt-­	  
und	  HCT116p53–/–-­Zellen	  nach	  CSN5-­knockdown.	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  mit	  
CSN5siRNA	  bzw.	   scrRNA	   transfiziert	  und	  nach	  72	  h	  Transfektionszeit	   lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert.	   A	   Repräsentativer	   Western	   Blot.	   B	   Relative	   Proteinlevel	   in	  HCT116p53wt-­‐Zellen.	  C	  Relative	  Proteinlevel	   in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen.	  B+C	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Gezeigt	  sind	  die	  Mittelwerte±SD	  aus	  sechs	  unabhängigen	  Experimenten	   im	  Dreifach-­‐ansatz.	  	  *	  p<0,05	  	  **	  p<0,005.	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Der	   Fragestellung,	   ob	   CSN5	   die	   Level	   verschiedener	   Zielgene	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	  verändern	  kann,	  wurde	  auch	  in	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  nachgegangen.	  	  	  In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   konnte	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   eine	   geringe	   aber	   signi-­‐fikante	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  um	   rund	  20%	  erzielt	  werden	   (Abbildung	  4.18A+B).	  Während	   die	  β-­‐Catenin-­‐Level	   in	   den	   Zellen	   nach	  CSN5-­knockdown	   tendenziell	   sanken,	  stiegen	   alle	   untersuchten	   Zielgene,	   d.h.	   Cyclin	   D1,	   c-­‐Jun	   und	   Survivin,	   in	   ihren	   Leveln	  eher	  an.	  Dabei	  stiegen	  die	  Survivinlevel	  nach	  CSN5-­knockdown	  signifikant	  an	  (etwa	  25%	  durchschnittlicher	  Anstieg).	  	  In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   führte	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   zu	   einer	   sehr	   signifikanten	  Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   um	   etwa	   40%	   (Abbildung	   4.18A+C).	   Die	   β-­‐Catenin-­‐	   und	  Cyclin	  D1-­‐Level	  änderten	  sich	  kaum.	  Die	  c-­‐Jun-­‐Level	  sanken	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  leicht.	  Die	  Survivinlevel	  wurden	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  signifikant	  reduziert	  (30%	  Reduktion).	  	  	  Interessanterweise	  scheint	  in	  den	  HCT116-­‐Zellen	  also	  p53	  beim	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  Survivinlevel	   eine	   Rolle	   zu	   spielen,	   da	   sich	   die	   Survivinlevel	   mit	   und	   ohne	   p53	   nach	  CSN5-­‐Reduktion	  unterschiedlich	  verändern.	  	  	  
4.6 Vergleich	  der	  Proteinlevel	  zwischen	  den	  verschiedenen	  CRC-­‐Zelllinien	  Teilweise	  wurden	  sehr	  unterschiedliche	  bzw.	  unterschiedlich	  starke	  Effekte	  des	  CSN5-­
knockdowns	  je	  nach	  verwendeter	  Zelllinie	  beobachtet.	  Um	  diese	  Unterschiede	  zwischen	  den	  Zelllinien	  besser	  verstehen	  zu	  können,	  wurden	  die	  Proteinlevel	  der	  verschiedenen	  verwendeten	  Zellen	  direkt	  untereinander	  verglichen.	  Dazu	  wurden	  einige	  Zelllysate	  der	  vorherigen	  Experimente	  verwendet.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  Western	  Blot	  analysiert.	  	  	  Es	  wurden	  Lysate	  von	  HT29-­‐,	  SW480-­‐,	  CaCo2-­‐,	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  verglichen.	  Dabei	  wurden	  die	   CSN5/JAB1-­‐,	  β-­‐Catenin-­‐,	   Survivin-­‐	   und	  p53-­‐Level	   in	   den	  verschiedenen	  Zellen	  miteinander	  verglichen.	  	  HT29-­‐Zellen	   hatten	   im	   Vergleich	   zu	   den	   anderen	   untersuchten	   Zellen	   etwas	   weniger	  CSN5/JAB1	  (Abbildung	  4.19).	  HT29-­‐	  und	  SW480-­‐Zellen	  hatten	  bis	  zu	  dreimal	  mehr	  p53	  als	  CaCo2-­‐	  und	  HCT116p53wt-­‐Zellen.	  Es	  fiel	  auf,	  dass	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  etwa	  doppelt	  so	   viel	   Survivin	   hatten	   wie	   HCT116p53wt-­‐Zellen.	   Die	   anderen	   Zelllinien	   hatten	   noch	  deutlich	   weniger	   Survivin	   als	   die	   HCT116-­‐Zellen.	   Zudem	   hatten	   SW480-­‐Zellen	   im	  Vergleich	   zu	   den	   anderen	   Zellen	   bis	   zu	   dreifach	   höhere	   β-­‐Catenin-­‐Level.	   CaCo2-­‐	   und	  HCT116-­‐Zellen	  hatten	  vergleichbare	  Mengen	  β-­‐Catenin,	  HT29-­‐Zellen	  hingegen	  nochmals	  weniger	  als	  alle	  anderen	  Zellen.	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Abbildung	   4.19:	   Vergleich	   der	   CSN5-­,	   p53-­,	   β-­Catenin-­	   und	   Survivinlevel	   in	   verschiedenen	   CRC-­
Zelllinien.	  HT29-­‐,	  SW480-­‐,	  CaCo2-­‐,	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  nach	  72	  oder	  96	  h	  Transfektionszeit	  lysiert.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	   Western	   Blot	   analysiert.	   A	   Repräsentativer	   Western	   Blot.	   B	   Densitometrische	   Auswertung	   des	  Western	   Blots.	   Gezeigt	   sind	   die	   (gemittelten)	   relativen	   densitometrischen	   Werte	   der	   verschiedenen	  Proteine	  über	  Aktin.	  Die	  densitometrischen	  Daten	  stammen	  von	  einem	  Western	  Blot.	  	  
4.7 CSN5/JAB1	  wirkt	  in	  Kolorektalkrebszellen	  pro-­‐proliferativ	  Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   sollte	   untersucht	   werden,	   welche	   Rolle	   CSN5/JAB1	   in	  Darmzellen	  spielt,	  um	  zu	  verstehen,	  welche	  Rolle	  es	  bei	  der	  kolorektalen	  Karzinogenese	  spielen	  könnte.	   Zum	  einen	  wurde	  der	  Effekt	   veränderter	  CSN5/JAB1-­‐Level	   auf	   andere	  Proteinlevel	   untersucht,	   um	   ein	   besseres	   mechanistisches	   Verständnis	   der	   zellulären	  Abläufe	   und	   der	   Signaltransduktion	   zu	   bekommen.	   Zum	   anderen	   sollte	   untersucht	  werden,	   inwieweit	   veränderte	   CSN5/JAB1-­‐Level	   direkt	   das	   Zellverhalten	   beeinflussen	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und	   somit	   zu	   einem	   karzinogenen	   Verhalten	   der	   Darmzellen	   beitragen	   könnten.	  Krebszellen	   haben	   charakteristische	   Veränderungen	   in	   ihrem	   Verhalten.	   So	   gehen	  Krebszellen	  nicht	  in	  Apoptose,	  sie	  proliferieren	  auffällig	  stark	  und	  sind	  häufig	  in	  ihrem	  Adhäsions-­‐	   und	   Invasionsverhalten	   gestört.	   In	   dieser	   Arbeit	   wurde	   untersucht	  inwieweit	   sich	   die	   Reduktion	   der	   intrazellulären	   CSN5/JAB1-­‐Level	   auf	   Apoptose	   und	  Proliferation	   von	   Kolorektalkrebszellen	   auswirkt.	   In	   diesem	   Abschnitt	   wird	   nun	  zunächst	  näher	  auf	  das	  proliferative	  Verhalten	  der	  Zellen	  eingegangen.	  	  SW480-­‐,	  HT29-­‐	  und	  CaCo2-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  96	  h	  nach	  der	  Transfektion	  wurde	  die	  Proliferation	  der	  Zellen	  mittels	  BrdU-­‐Assay	  ermittelt.	  Es	  wurden	  nur	  Daten	  von	  BrdU-­‐Assays	  verwendet,	  bei	  denen	  der	  CSN5-­knockdown	  eine	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  um	  mindestens	  20%	  erzielte.	  	  In	  Abbildung	  4.20	  werden	  die	  durchschnittlichen	  gemessenen	  OD-­‐Werte	  aus	  den	  BrdU-­‐Assays	   gezeigt.	   In	   allen	   drei	   untersuchten	   Kolorektalkrebszelllinien	   führte	   eine	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	   auch	   zu	   einem	  verminderten	  Einbau	  von	  BrdU	   in	  die	  Zellen,	  d.h.	  zu	  weniger	  Proliferation.	  In	  SW480-­‐Zellen	  konnte	  ein	  signifikant	  geringerer	  BrdU-­‐Einbau	  (40%	  weniger	  gegenüber	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen)	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  nachgewiesen	  werden.	  CSN5/JAB1	  hat	  also	  einen	  pro-­‐proliferativen	  Effekt.	  	  
	  	  
Abbildung	   4.20:	   Proliferation	   von	   SW480-­,	  HT29-­	   und	   CaCo2-­Zellen	   nach	  CSN5/JAB1-­knockdown.	  Die	  Zellen	  wurden	  mit	  CSN5-­‐spezifischer	   siRNA	  bzw.	   scrRNA	  als	  Kontrolle	   transfiziert.	  Dann	  wurde	  die	  Proliferationsrate	   der	   Zellen	   per	   BrdU-­‐Assay	   ermittelt.	   Die	   SW480-­‐Daten	   repräsentieren	   die	   mittleren	  OD-­‐Werte±SEM	  aus	  vier	  unabhängigen	  Versuchen	   in	  Dreifachbestimmung	  von	   je	  zwei	  wells,	  d.h.	   je	  zwei	  
wells	   der	  24-­‐well-­‐Platten	  wurden	  äquivalent	  behandelt,	   die	   Zellen	  wurden	  dann	  unabhängig	   in	  96-­‐well-­‐Platten	  überführt	  und	   im	  BrdU-­‐Assay	  dreifach	  gemessen.	  Pro	  Versuch	  gab	  es	   also	   sechs	  Messwerte	  mit	  gleicher	   Behandlung.	   Die	   Daten	   der	   HT29-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen	   repräsentieren	   die	   gemittelten	   OD-­‐Werte±SEM	  aus	  je	  einem	  Versuch	  mit	  je	  sechs	  Messwerten.	  *	  p<0,05.	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4.8 CSN5/JAB1	  hat	  in	  CRC-­‐Zellen	  einen	  pro-­‐apoptotischen	  Effekt	  Es	   sollte	   untersucht	   werden,	   inwieweit	   CSN5/JAB1	   direkt	   das	   Zellverhalten	   von	  Kolorektalkrebszellen	   beeinflusst.	   Neben	   der	   bereits	   erwähnten	   Proliferation	   wurde	  auch	  ein	  möglicher	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  Apoptose	  der	  Darmzellen	  untersucht.	  	  
4.8.1 Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  die	  Apoptose	  in	  HT29-­‐Zellen	  	  Die	   ersten	   Versuche	   zum	   möglichen	   Einfluss	   von	   CSN5	   bei	   der	   Apoptose	   von	  Kolorektalkrebszellen	  wurden	  in	  HT29-­‐Zellen	  durchgeführt.	  	  Dazu	  wurden	  HT29-­‐Zellen	  in	  24-­‐well-­‐Platten	  ausgesät	  und	  am	  nächsten	  Tag	  mit	  CSN5-­‐spezifischer	   siRNA	   bzw.	   scrRNA	   zwecks	   CSN5-­knockdown	   transfiziert.	   Nach	   72	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  für	  4	  h	  mit	  Camptothecin	  bzw.	  DMSO	  als	  Kontrolle	  behandelt,	  um	  Apoptose	  zu	   induzieren.	  Die	  Apoptose	  wurde	  dann	  mit	  Hilfe	  eines	   „Cell	  Death	   Detection	   ELISAs“	   gemessen.	   Der	   ELISA	   detektiert	   die	   bei	   der	   Apoptose	  entstehenden	  Mono-­‐	  und	  Oligonukleosomen	  im	  Zytoplasma	  der	  untersuchten	  Zellen.	  	  Die	   Apoptoserate	   ließ	   sich	   durch	   die	   Camptothecinbehandlung	   um	   etwa	   5%	   steigern.	  Dabei	   schien	   es,	   als	   hätten	   die	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   HT29-­‐Zellen	   nach	  Camptothecinbehandlung	  eine	  etwas	  geringere	  Apoptoserate	  (etwa	  5%	  weniger)	  als	  die	  scrRNA-­‐transfizierten	   HT29-­‐Zellen.	   Die	   CSN5-­knockdown-­‐Rate	   lag	   bei	   diesem	   Versuch	  bei	  20%.	  	  Im	  gleichen	  Versuchsansatz	  wurde	  parallel	  versucht	  die	  Apoptose	  durch	  eine	  Annexin	  V-­‐und	   PI-­‐Färbung	   mit	   anschließender	   FACS-­‐Analyse	   zu	   detektieren.	   Aber	   auch	   diese	  Analyse	   brachte	   aufgrund	   der	   geringen	   Apoptoseinduktionsrate	   keine	   eindeutigen	  Ergebnisse.	   Im	   Anschluss	   wurde	   in	   mehreren	   Anläufen	   versucht	   eine	   höhere	  Apoptoserate	   in	   HT29-­‐Zellen	   zu	   erzielen.	   So	   wurden	   verschiedene	   Camptothecin-­‐konzentrationen	   und	   Apoptoseinduktionszeiten	   getestet.	   Zudem	  wurde	   auch	   versucht	  mit	   verschiedenen	   Etoposidkonzentrationen	   und	   unterschiedlichen	   Induktionszeiten	  die	   Apoptoserate	   zu	   steigern.	   Alle	   diese	   Modifikationen	   konnten	   die	   gemessene	  Apoptose	   aber	   nicht	   steigern.	   Um	   eine	   Aussage	   darüber	   treffen	   zu	   können,	   ob	   CSN5	  einen	  Einfluss	  bei	  der	  Apoptose	  dieser	  CRC-­‐Zellen	  hat,	  sollte	  die	  Apoptose	  aber	  deutlich	  stärker	  ausfallen.	  	  
4.8.2 Hoechstfärbung	  zum	  Nachweis	  der	  Apoptose	  in	  SW480-­‐Zellen	  Ein	   neuer	   Ansatz	   zur	   Klärung	   der	   Frage,	   ob	   CSN5	   bei	   der	   Apoptose	   von	   Kolorektal-­‐krebszellen	   eine	   Rolle	   spielt,	   wurde	   in	   SW480-­‐Zellen	   versucht.	   Der	   CSN5-­knockdown	  funktionierte	   in	   diesen	   Zellen	   in	   der	   Regel	   deutlich	   besser	   als	   in	   HT29-­‐Zellen	   und	  SW480-­‐Zellen	   boten	   sich	   daher	   auch	   für	   die	   Apoptoseversuche	   an.	   Der	   getestete	   Cell	  
Death	  Detection	  ELISA	   lieferte	  bislang	  kaum	  verwertbare	  Ergebnisse.	  Deswegen	  wurde	  an	   dieser	   Stelle	   eine	  Hoechstfärbung	   der	   Zellen	   versucht.	  Hoechst	   färbt	   die	   Zellkerne.	  Apoptotische	  Zellen	  verändern	  die	  Morphologie	  ihrer	  Zellkerne	  und	  sind	  daher	  gut	  von	  normalen	  Zellen	  zu	  unterscheiden.	  Die	  Hoechst-­‐gefärbten	  Zellkerne	  lassen	  sich	  mit	  Hilfe	  eines	  Fluoreszenzmikroskops	  anschauen	  und	  beurteilen.	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SW480-­‐Zellen	  wurden	  in	  6-­‐well-­‐Platten	  mit	  Deckgläschen	  ausgesät	  und	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	   scrRNA	   transfiziert.	   Nach	   96	  h	   Transfektionszeit	   wurden	   die	   Zellen	   mit	  Camptothecin	   bzw.	   DMSO	   als	   Kontrolle	   behandelt,	   um	   Apoptose	   zu	   induzieren.	   Die	  Zellen	   wurden	   dann	   fixiert	   und	   mit	   Hoechst	   33342	   gefärbt.	   Die	   Zellen	   wurden	  anschließend	  mit	  Hilfe	  eines	  Fluoreszenzmikroskops	  angeschaut	  und	  beurteilt.	  	  Es	   ließen	   sich	  keine	  Unterschiede	   in	  der	  Apoptoserate	   zwischen	  den	  Zellen	  mit	  CSN5-­
knockdown	  und	  den	  Vergleichszellen	  feststellen.	  Schätzungsweise	  wurde	  aber	  auch	  nur	  bei	  etwa	  5%	  der	  Zellkerne	  eine	  apoptotische	  Veränderung	  gefunden.	  Es	  wurden	  einige	  Versuche	   unternommen,	   um	   die	   Apoptoserate	   mit	   anderen	   Camptothecin-­‐konzentrationen,	  mit	  anderen	  Induktionszeiten	  oder	  mit	  Etoposid	  zu	  steigern,	  was	  aber	  leider	  nicht	  erfolgreich	  war.	  	  In	   einem	   weiteren	   Versuch	   wurde	   der	   Zellüberstand	   analysiert.	   Dazu	   wurde	   der	  Zellüberstand	   zentrifugiert,	   das	   „Zellpellet“	   fixiert	   und	   Hoechst-­‐gefärbt	   und	   auf	   einen	  Objektträger	  aufgetropft.	  Beim	  Betrachten	  dieses	  Objektträgers	  wurde	  deutlich,	  dass	  der	  Großteil	   der	   apoptotischen	   Zellen	   sich	   bereits	   vor	   dem	   Aufkleben	   der	   Deckgläschen	  gelöst	   hatte	   und	   somit	   bei	   den	   bisherigen	   Versuchen	   nicht	   erfasst	   wurde.	   Zukünftig	  könnten	   die	   zu	   untersuchenden	   Zellen	   per	   Cytospin	   auf	   die	   Objektträger	   aufgebracht	  werden,	  um	  alle	  Zellen	  bei	  der	  Analyse	  zu	  erfassen.	  	  
4.8.3 CSN5	  wirkt	  in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  pro-­‐apoptotisch	  Beim	  dritten	  methodischen	  Ansatz	  zur	  Beantwortung	  der	  Frage,	  ob	  CSN5	  eine	  Rolle	  bei	  der	   Apoptose	   von	   CRC-­‐Zellen	   spielt,	   kamen	   HCT116-­‐Zellen	   mit	   und	   ohne	   p53	   zum	  Einsatz.	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   haben	   den	   Vorteil	   eines	   voll	   funktionsfähigen	   p53-­‐Proteins,	  das	  helfen	  könnte,	  die	  Apoptoserate	  zu	  steigern.	  Da	  weder	  Cell	  Death	  Detection	  
ELISA	   noch	   Hoechstfärbung	   bislang	   erfolgversprechende	   Ergebnisse	   geliefert	   haben,	  sollte	   nun	   versucht	   werden,	   die	   Apoptose	   durch	   einen	   Caspase	   3-­Assay	   zu	   messen.	  Caspase	  3	  ist	  eine	  Effektorcaspase	  in	  der	  Apoptose.	  	  HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	  transfiziert.	   48	  h	   später	   wurden	   die	   Zellen	   dann	   mit	   500	  µM	   Etoposid	   bzw.	   DMSO	  behandelt,	   um	   Apoptose	   zu	   induzieren.	   Nach	   24	  h	   Apoptoseinduktion	   bzw.	   72	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	   lysiert	  und	   im	  Caspase	  3-­Assay	   eingesetzt,	  um	  die	  Apoptose	   zu	   messen.	   Parallel	   wurden	   Zelllysate	   für	   Western	   Blots	   gemacht,	   um	   die	  
CSN5-­knockdown-­‐Rate	  zu	  ermitteln.	  	  In	   Abildung	   4.21	   sind	   die	   Ergebnisse	   der	   Caspase	   3-­Assays	   für	   HCT116p53wt-­‐Zellen	  gezeigt.	  Bei	  den	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   ist	  zu	  erkennen,	  dass	  die	  Etoposidbehandlung	  zu	  einem	   deutlichen	   Anstieg	   der	   Apoptoserate	   geführt	   hat.	   Die	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  wiesen	   dabei	   eine	   signifikant	   geringere	  Apoptoserate	   auf	   als	   die	   Kontrollzellen	  (etwa	   40%	   weniger).	   CSN5	   scheint	   in	   den	   HCT116-­‐Zellen	   also	   pro-­‐apoptotisch	   zu	  wirken.	   Durch	   die	   CSN5siRNA-­‐Transfektion	  wurden	   die	   CSN5-­‐Level	   in	   den	   Zellen	   um	  durchschnittlich	  30%	  reduziert.	  	  	  Auch	  bei	  den	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   ließ	  sich	  durch	  die	  Etoposidbehandlung	  eine	   leicht	  gesteigerte	  Apoptoserate	  (etwa	  doppelt	  so	  hoch	  im	  Vergleich	  zu	  den	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen)	  erzielen.	  Der	  Effekt	  des	  Etoposids	  fiel	  wohl	  aufgrund	  des	  fehlenden	  p53-­‐Proteins	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deutlich	   geringer	   aus	   als	   bei	   den	   HCT116p53wt-­‐Zellen.	   Bei	   dieser	   geringen	   Apoptose-­‐induktion	   konnten	  keine	  Unterschiede	  der	  Apoptoseraten	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  nachgewiesen	  werden	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  	  
	  
Abildung	   4.21:	   Caspase	  3-­Assay	   in	   HCT116p53wt-­Zellen	   nach	   CSN5-­knockdown	   und	   Etoposid-­
behandlung.	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert.	   48	   h	   nach	   der	  Transfektion	  wurden	  die	  Zellen	  für	  24	  h	  mit	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  behandelt.	  Nach	  insgesamt	  72	  h	  Transfektionszeit	   wurde	   die	   Caspase	  3-­‐Aktivität	   gemessen.	   Gezeigt	   ist	   der	   Mittelwert±SD	   aus	   drei	  unabhängigen	   Experimenten	   in	   Doppelbestimmung.	   Der	   CSN5-­knockdown	   lag	   bei	   diesen	   Experimenten	  bei	  durchschnittlich	  30%.	  	  **	  p<0,005.	  	  
4.9 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  verschiedene	  Proteinlevel	  unter	  apoptotischen	  
Bedingungen	  	  In	   den	   vorangegangenen	   Experimenten	  wurde	   der	   Einfluss	   des	   CSN5-­knockdowns	   auf	  verschiedene	   Proteine	   und	   ihre	   Level	   in	   der	   Zelle	   untersucht,	   darunter	   verschiedene	  CSN-­‐Untereinheiten,	   Zellzyklusregulatoren,	   Tumorsuppressoren	   oder	   verschiedene	  Komponenten	  des	  Wnt-­‐Signalwegs.	   In	  weiteren	  Experimenten	  konnte	   ein	  Einfluss	   der	  CSN5-­‐Level	   auf	   die	   Apoptose	   von	   Kolorektalkrebszellen	   gezeigt	   werden.	   Nun	   sollten	  beide	  Versuchsansätze	  kombiniert	  werden,	  um	  zu	  sehen,	  ob	  die	  veränderten	  CSN5-­‐Level	  auch	   unter	   apoptotischen	   Bedingungen	   den	   gleichen	   Effekt	   auf	   die	   verschiedenen	  Proteine	  haben	  und	  um	  zu	  verstehen,	  wie	  CSN5	  die	  Apoptose	  beeinflussen	  könnte.	  	  
4.9.1 CSN5-­‐Effekt	  auf	  p27,	  p53	  und	  MIF	  in	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  nach	  
Apoptoseinduktion	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5/JAB1-­‐spezifischer	  siRNA	   bzw.	  mit	   scrambled	   RNA	   als	   Kontrolle	   transfiziert.	   48	   h	   nach	   der	   Transfektion	  wurden	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  als	  Kontrolle	  ins	  Medium	  gegeben.	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Abbildung	  4.22:	  CSN5-­,	  p27-­,	  p53-­	  und	  MIF-­Level	  in	  HCT116p53wt-­	  und	  HCT116p53–/–-­Zellen	  nach	  
CSN5-­knockdown	   und	   Etoposidbehandlung.	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   mit	  
CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  für	  24	  h	  mit	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  behandelt.	  Nach	  72	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  die	  Zelllysate	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  
A	   Repräsentativer	   Western	   Blot.	   B	   Relative	   CSN5-­‐Proteinlevel.	   C	   Relative	   p27-­‐Proteinlevel.	   D	   Relative	  p53-­‐Proteinlevel.	   E	   Relative	   MIF-­‐Proteinlevel.	   B-­E	   Densitometrische	   Auswertung	   der	   Western	   Blots.	  Dargestellt	  sind	  die	  Mittelwerte±SD	  aus	  sechs	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppelansatz.	   	  *	  p	  <	  0,05	  	  	  **	  p<0,005.	  	  Nach	   weiteren	   24	   h,	   d.h.	   72	   h	   nach	   der	   (si)RNA-­‐Transfektion,	   wurde	   der	   Überstand	  abgenommen	  und	  die	  Zellen	  lysiert.	  Der	  Überstand	  wurde	  dann	  zentrifugiert,	  um	  bereits	  schwimmende	   Zellen	   wieder	   einzufangen.	   Das	   Zellpellet	   wurde	   lysiert	   und	   mit	   den	  Zelllysaten	  mit	  gleicher	  Behandlung	  gemischt.	  Die	  Zelllysate	  wurden	  per	  Western	  Blot	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analysiert.	   In	   diesem	   Abschnitt	   sind	   Immundetektionen	   gegen	   CSN5/JAB1,	   p27,	   p53,	  MIF	  und	  Aktin	  gezeigt.	  	  	  Bei	   den	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  wurde	   ein	   durchschnittlicher	  CSN5-­knockdown	   von	   etwa	  25%	  erzielt	   (Abbildung	  4.22).	  Die	  Etoposidbehandlung	  alleine	   ließ	  die	  CSN5-­‐Level	  um	  etwa	  10%	  sinken.	  Bei	  den	  p27-­‐Leveln	  konnten	  gemittelt	  über	  die	  sechs	  Versuche	  keine	  deutlichen	  Unterschiede	  festgestellt	  werden.	  Weder	  der	  CSN5-­knockdown	  noch	  die	  Gabe	  von	  Etoposid	  konnten	  die	  p27-­‐Level	  in	  den	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  wesentlich	  verändern.	  Die	   p53-­‐Level	   konnten	   erwartungsgemäß	   durch	   die	   Etoposidgabe	   deutlich	   erhöht	  werden.	   Der	   CSN5-­knockdown	   schien	   für	   die	   p53-­‐Level	   hingegen	   kaum	   eine	   Rolle	   zu	  spielen,	  d.h.	  die	  p53-­‐Level	  änderten	  sich	  wenn	  überhaupt	  nur	  geringfügig.	  Wurden	  die	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  mit	  DMSO	  behandelt,	  schien	  der	  CSN5-­knockdown	  die	  MIF-­‐Level	  in	  den	  Zellen	  nicht	   zu	  beeinflussen.	  Bei	   alleiniger	  Etoposidbehandlung	  der	  Zellen	   sanken	  die	   MIF-­‐Level.	   Eine	   zusätzliche	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   reduzierte	   auch	   die	   MIF-­‐Level.	  	  	  In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   funktionierte	   der	   CSN5-­knockdown	   mit	   durchschnittlich	   etwa	  32%	  etwas	  besser	  als	  in	  den	  HCT116p53wt-­‐Zellen.	  Auch	  hier	  änderten	  sich	  die	  p27-­‐	  und	  MIF-­‐Level	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  und/oder	  die	  Etoposidbehandlung	  nur	  marginal.	  	  
4.9.2 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  β-­‐Catenin	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin	  in	  HCT116-­‐Zellen	  Die	   im	   vorigen	   Abschnitt	   beschriebenen	   Zelllysate	   nach	   CSN5/JAB1-­knockdown	   und	  Etoposidbehandlung	   aus	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   auch	  verwendet,	   um	   die	   Effekte	   auf	   die	   intrazellulären	   β-­‐Catenin-­‐	   und	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  anzuschauen	  (siehe	  Abbildung	  4.23).	  	  	  Sowohl	   in	   HCT116p53wt-­‐	   als	   auch	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   konnten	   keine	   Ver-­‐änderungen	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level	  nach	  CSN5-­knockdown	   und/oder	  Etoposidbehandlung	  beobachtet	  werden.	  	  	  Die	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   stiegen	   nach	   Etoposidbehandlung	   in	   beiden	   Zelltypen	  signifikant	  an.	  Bei	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  konnte	  ein	  zusätzlicher	  Effekt	  des	  CSN5/JAB1-­
knockdowns	  beobachtet	  werden.	  Wurden	  die	  Zellen	  mit	  Etoposid	  behandelt,	  konnte	  man	  bei	   zusätzlicher	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   signifikant	   weniger	   phosphoryliertes	   β-­‐Catenin	  nachweisen	  als	  in	  den	  mit	  scrRNA	  transfizierten	  und	  mit	  Etoposid	  behandelten	  Zellen.	   In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   ließ	   sich	   kein	   eindeutiger	   Effekt	   der	   CSN5/JAB1-­‐Reduktion	   feststellen.	   Der	   in	   den	   Zellen	   ohne	   p53	   beobachtete	   Effekt	   auf	  phosphoryliertes	  β-­‐Catenin	  schien	  sich	  hier	  tendenziell	  aber	  eher	  umzudrehen,	  d.h.	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  und	  Etoposidgabe	  gab	  es	   eher	  mehr	  phospho-­‐β-­‐Catenin	  als	  mit	  normalen	  CSN5-­‐Leveln.	  	  	  In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   scheint	   CSN5	   also	   normal	   zur	   Stabilisierung	   der	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   unter	   apoptotischen	   Bedingungen	   beizutragen.	   Mit	   p53	   in	   der	   Zelle	  (HCT116p53wt-­‐Zellen)	   ist	   der	   CSN5-­‐Effekt	   hingegen	   weniger	   deutlich	   oder	   sogar	  gegenteilig.	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Abbildung	   4.23:	   β-­Catenin-­	   und	   phospho-­β-­Catenin-­Level	   in	   HCT116p53wt-­	   und	   HCT116p53–/–-­
Zellen	   nach	   CSN5-­knockdown	   und	   Etoposidbehandlung.	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  für	  24	  h	  mit	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  behandelt.	  Nach	  72	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  die	  Zelllysate	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Der	  CSN5-­knockdown	  lag	  bei	  durchschnittlich	  25%	  für	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  und	  bei	  etwa	  30%	  für	   HCT116p53–/–-­‐Zellen.	  A	   Repräsentativer	  Western	   Blot.	  B	   Relative	  β-­‐Catenin-­‐Proteinlevel.	  C	   Relative	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Proteinlevel.	  B+C	   Densitometrische	   Auswertung	   der	  Western	   Blots.	   Dargestellt	   sind	  die	  Mittelwerte±SD	  aus	  sechs	  unabhängigen	  Experimenten	  im	  Doppelansatz.	  	  *	  p	  <	  0,05	  	  **	  p<0,005.	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4.9.3 CSN5-­‐knockdown	  in	  HCT116-­‐Zellen	  reduziert	  Survivin	  unter	  apoptotischen	  
Bedingungen	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Abbildung	   4.24:	   Cyclin	   D1-­,	   c-­Jun-­	   und	   Survivinlevel	   in	   HCT116p53wt-­	   und	   HCT116p53–/–-­Zellen	  
nach	  CSN5-­knockdown	  und	  Etoposidbehandlung.	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  mit	  
CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert	  und	  für	  24	  h	  mit	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  behandelt.	  Nach	  72	  h	  Transfektionszeit	  wurden	  die	  Zellen	  lysiert	  und	  die	  Zelllysate	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Der	   CSN5-­knockdown	   lag	   bei	   durchschnittlich	   25%	   für	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   und	   bei	   etwa	   30%	   für	  HCT116p53–/–-­‐Zellen.	  A	  Repräsentative	  Western	  Blots.	  B	  Relative	  Cyclin	  D1-­‐Proteinlevel.	  C	  Relative	  c-­‐Jun-­‐Proteinlevel.	   D	   Relative	   Survivin-­‐Proteinlevel.	   B-­D	   Densitometrische	   Auswertung	   der	   Western	   Blots.	  Dargestellt	   sind	   die	  Mittelwerte±SD	   aus	   sechs	   unabhängigen	   Experimenten	   im	  Doppelansatz.	   	   *	   p<0,05	  	  	  	  	  **	  p<0,005.	  	  In	  den	  Experimenten	  wurden	  neben	  den	  β-­‐Catenin-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Leveln	  auch	  die	   Level	   verschiedener	   Zielgene	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   angeschaut.	   Dabei	   wurden	  abermals	   die	   in	   Abschnitt	   4.9.1	   beschriebenen	   Zelllysate	   per	  Western	   Blot	   analysiert.	  Die	  Immundetektion	  erfolgte	  gegen	  Cyclin	  D1,	  c-­‐Jun	  und	  Survivin.	  	  	  In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   ließen	   sich	  weder	   durch	   den	  CSN5-­knockdown	   noch	   durch	   die	  Etoposidbehandlung	   deutliche	   Veränderungen	   in	   den	   Cyclin	   D1-­‐Leveln	   nachweisen	  (Abbildung	   4.24).	   Anders	   aber	   bei	   den	   c-­‐Jun-­‐Leveln:	   Durch	   die	   Reduktion	   der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  sanken	  auch	  die	  c-­‐Jun-­‐Level	  leicht	  aber	  signifikant,	  unabhängig	  davon,	  ob	  die	  Zellen	  mit	  Etoposid	  oder	  mit	  DMSO	  behandelt	  wurden:	  bei	  DMSO-­‐Behandlung	  um	  13%,	  bei	  Etoposidbehandlung	  um	  rund	  50%.	  Am	  deutlichsten	  fielen	  die	  Effekte	  bei	  den	  Survivinleveln	   aus.	   Durch	   die	   Etoposidbehandlung	   sanken	   die	   Survivinlevel	   in	   den	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  signifikant	  (25%	  Reduktion).	  Zusätzlich	  sanken	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  auch	  die	  Survivinlevel	  in	  den	  Zellen.	  Bei	  DMSO-­‐Behandlung	  sanken	  die	  Survivinlevel	   bei	   CSN5-­knockdown	   um	   etwa	   18%.	   Wurden	   die	   Zellen	   mit	   Etoposid	  behandelt,	  bewirkte	  der	  CSN5-­knockdown	  eine	  zusätzliche	  Reduktion	  der	  Survivinlevel	  um	   über	   30%	   im	   Vergleich	   zu	   Zellen,	   die	   mit	   Etoposid	   behandelt	   und	   mit	   scrRNA	  transfiziert	  wurden.	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In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   ließ	   die	   Etoposidbehandlung	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   signifikant	  sinken	  (circa	  25%	  Reduktion).	  Bei	  Etoposidgabe	  sanken	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	   auch	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   leicht.	   Bei	   CSN5-­knockdown	   oder	  Etoposidbehandlung	   alleine	   konnten	   keine	   signifikanten	   Effekte	   bei	   den	   c-­‐Jun-­‐Leveln	  nachgewiesen	   werden.	   In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   stiegen	   die	   Survivinlevel	   nach	  Etoposidbehandlung	   signifikant	   (um	   etwa	   40%)	   an.	   Wurden	   zusätzlich	   zu	   der	  Etoposidbehandlung	  die	  CSN5-­‐Level	  reduziert,	  reduzierten	  sich	  die	  Survivinlevel	  auf	  das	  Level	  der	  Kontrollzellen.	  	  	  Interessanterweise	   veränderten	   sich	   also	   die	   Survivinlevel	   nach	   CSN5-­knockdown	  abhängig	   vom	   p53-­‐Status	   der	   Zellen:	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   bewirkte	   der	   CSN5-­
knockdown	   unter	   apoptotischen	   Bedingungen	   eine	   signifikante	   Reduktion	   der	  Survivinlevel,	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   stiegen	   die	   Survivinlevel	   hingegen	   nach	   CSN5-­
knockdown	  unter	  apoptotischen	  Bedingungen	  an.	  	  
4.10 CSN5-­‐Effekte	  in	  HCT116-­‐Zellen	  nach	  Etoposid-­‐	  und	  MG132-­‐Gabe	  	  Die	  beobachteten	  Effekte	  des	  CSN5/JAB1-­knockdowns	  sind	  interessant,	  teilweise	  wäre	  es	  aber	   wünschenswert,	   dass	   die	   Effekte	   stärker	   wären.	   Da	   der	   Zeitraum	   zwischen	  (si)RNA-­‐Transfektion	   und	   Probennahme	   mit	   72	   oder	   96	   h	   recht	   lang	   ist,	   könnte	   ein	  Problem	  der	  vorzeitige	  Proteinabbau	  sein.	  Es	  wurde	  daher	  in	  einem	  Versuch	  überprüft,	  ob	   die	   Zugabe	   eines	   Proteasomeninhibitors	   die	   beobachteten	  Effekte	   verstärken	   kann	  oder	   vielleicht	   auch	   wesentlich	   verändert.	   Dazu	   wurde	   der	   im	   vorigen	   Abschnitt	  beschriebene	  Versuchsaufbau	  gewählt	  und	  zusätzlich	  MG132	  als	  Proteasomeninhibitor	  zu	  den	  Zellen	  gegeben.	  	  	  Die	   Immundetektion	  erfolgte	  wiederum	  gegen	  CSN5/JAB1,	  p53,	  MIF,	  β-­‐Catenin,	  Cyclin	  D1,	  c-­‐Jun	  und	  Aktin.	  In	  Abbildung	  4.25	  sind	  die	  Ergebnisse	  dieses	  Versuchs	  dargestellt.	  	  	  In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   hat	   der	  CSN5-­knockdown	   mit	   einer	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	  um	  bis	  zu	  80%	  außerordentlich	  gut	  funktioniert.	  In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  hat	  der	  CSN5-­
knockdown	   laut	   densitometrischer	   Auswertung	   nicht	   funktioniert	   (Abbildung	   4.25B).	  Schaut	  man	  sich	  hingegen	  den	  Western	  Blot	   in	  Teil	  A	  der	  Abbildung	  an	  und	  vergleicht	  die	   CSN5/JAB1-­‐Banden,	   so	   ist	   die	   Bandenintensität	   nach	   CSN5siRNA-­‐Transfektion	  deutlich	   geringer	   als	   nach	   scrRNA-­‐Transfektion,	   was	   daraufhin	   deutet,	   dass	   die	  CSN5/JAB1-­‐Level	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	   auch	   in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   deutlich	  reduziert	  wurden.	  	  	  p53	  ließ	  sich	  per	  Western	  Blot	  nur	  in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  und	  nicht	  in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   nachweisen.	   Das	   bestätigt,	   dass	   die	   Zellen	   während	   des	   Experiments	   nicht	  vertauscht	  wurden.	  Die	  Etoposidbehandlung	   führte,	  wie	  erwartet,	  zu	  einem	  deutlichen	  Anstieg	  der	  p53-­‐Level.	  Die	  CSN5siRNA-­‐Transfektion	  führte	  hingegen	  zu	  einer	  Reduktion	  der	  p53-­‐Level.	  Vergleicht	  man	  die	  p53-­‐Level	  der	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen	  miteinander,	  wird	   klar,	   dass	   die	   p53-­‐Level	   in	   den	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   gut	   50%	   unter	  denen	  der	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  lagen.	  Ein	  ähnliches	  Bild	  ergibt	  sich,	  wenn	  man	  die	   p53-­‐Level	   der	   Etoposid-­‐behandelten	   Zellen	  miteinander	   vergleicht:	   Die	   p53-­‐Level	  der	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   lagen	   gut	   50%	   unter	   dem	   der	   scrRNA-­‐transfi-­‐zierten	  Zellen	  (Abbildung	  4.25C).	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Abbildung	  4.25:	  CSN5-­,	  p53-­,	  MIF-­,	  β-­Catenin-­,	  Cyclin	  D1-­	  und	  c-­Jun-­Proteinlevel	   in	  HCT116p53wt-­	  
und	   HCT116p53–/–-­Zellen	   nach	   CSN5-­knockdown,	   Etoposidbehandlung	   und	   MG132-­Gabe.	  HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   mit	   CSN5siRNA	   bzw.	   scrRNA	   transfiziert.	   Nach	   48	   h	  Transfektionszeit	  wurden	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  und	  MG132	  ins	  Medium	  gegeben.	  Nach	  weiteren	  24	  h	   wurden	   die	   Zellen	   lysiert	   und	   die	   Zelllysate	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert.	   A	  Repräsentative	  Western	  Blots.	  B	  Relative	  CSN5/JAB1-­‐Proteinlevel.	  C	  Relative	  p53-­‐Proteinlevel.	  D	  Relative	  MIF-­‐Proteinlevel.	  E	   Relative	   β-­‐Catenin-­‐Proteinlevel.	   F	  Relative	   Cyclin	   D1-­‐Proteinlevel.	  G	   Relative	   c-­‐Jun-­‐Proteinlevel.	  B-­G	  Densitometrische	  Auswertung	  der	  Western	  Blots.	  Dargestellt	  sind	  die	  mittleren	  relativen	  Proteinlevel	  aus	  einem	  Versuch	  im	  Doppelansatz.	  	  	  Bei	   der	   densitometrischen	   Auswertung	   der	   MIF-­‐Level	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   zeigte	  sich,	   dass	   die	   MIF-­‐Level	   durch	   die	   CSN5/JAB1-­‐Reduktion	   deutlich	   abnahmen.	   Die	  Etoposidbehandlung	   schien	   die	   MIF-­‐Level	   zusätzlich	   ein	   wenig	   zu	   reduzieren.	   In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   stiegen	   die	   MIF-­‐Level	   durch	   die	   Etoposidbehandlung	   bei	   den	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  leicht	  an.	  Durch	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  stiegen	  die	  MIF-­‐Level	   an,	  wenn	  man	   die	  DMSO-­‐behandelten	   und	   die	   Etoposid-­‐behandelten	   Zellen	  jeweils	   untereinander	   vergleicht.	   Vergleicht	   man	   die	   MIF-­‐Level	   der	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   untereinander,	   so	   führt	   die	   Etoposidbehandlung	   zu	   einer	   Reduk-­‐tion	  der	  MIF-­‐Level	  (Abbildung	  4.25D).	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Die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   sanken	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   sowohl	   durch	   Etoposid	   als	   auch	  durch	  den	  CSN5-­knockdown.	  Durch	  die	  Etoposidbehandlung	  sanken	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  um	  rund	  15%,	  vergleicht	  man	  die	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  mit	  und	  ohne	  Etoposid-­‐gabe.	  Vergleicht	  man	  die	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen	  mit	  und	  ohne	  CSN5-­knockdown,	   so	  zeigt	  sich,	  dass	  die	  Reduktion	  von	  CSN5/JAB1	  zu	  einer	  etwa	  35%igen	  Reduktion	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level	   führte.	  Vergleicht	  man	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  der	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  mit	   und	   ohne	   Etoposid,	   so	   zeigte	   sich	   auch	   hier	   eine	   leichte	   Reduktion	   der	   β-­‐Catenin-­‐Level	  nach	  Etoposidbehandlung	  (Abbildung	  4.25E).	  	  	  Bei	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  zeigte	  sich	  jedoch	  sowohl	  nach	  CSN5-­knockdown	  als	  auch	  nach	  Etoposidbehandlung	  der	  Zellen	  ein	  leichter	  Anstieg	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level.	  Vergleicht	  man	  die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   der	   scrRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   mit	   und	   ohne	   Etoposidgabe,	   so	  stiegen	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  durch	  Etoposid	  um	  rund	  10%.	  Durch	  den	  CSN5-­knockdown	  stiegen	  auch	  bei	  den	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  um	  etwa	  10%.	  Am	  höchsten	   waren	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   nach	   CSN5-­knockdown	   und	   Etoposidbehandlung:	  Beim	  Vergleich	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level	   in	  Etoposid-­‐behandelten	  Zellen	  waren	  die	  Level	   in	  Zellen	   mit	   CSN5siRNA-­‐Transfektion	   um	   etwa	   20%	   höher	   als	   in	   scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  (Abbildung	  4.25E).	  	  Nun	   wurde	   noch	   ein	   Blick	   auf	   einige	   Zielproteine	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   und	   den	  möglichen	   Einfluss	   des	   CSN5-­knockdowns	   auf	   ihre	   Level	   geworfen.	   In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   sanken	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   nach	   Etoposidbehandlung	   deutlich.	   So	   wurden	   die	  Cyclin	  D1-­‐Level	  bei	  den	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  durch	  die	  Apoptoseinduktion	  um	  über	  50%	  reduziert,	  bei	  den	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  sanken	  die	  Level	  durch	  die	  Etoposidbehandlung	   um	   etwa	   50%.	   Vergleicht	   man	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   der	   DMSO-­‐behandelten	   Zellen	   mit	   und	   ohne	   CSN5-­knockdown,	   so	   lagen	   die	   Level	   nach	   CSN5-­‐Reduktion	  etwa	  25%	  über	  denen	  der	  Kontrollzellen.	  Auch	  bei	  den	  Etoposid-­‐behandelten	  Zellen	  stiegen	  die	  Cyclin	  D1-­‐Level	  durch	  den	  CSN5-­knockdown	  an	  (Abbildung	  4.25F).	  	  	  Das	  Diagramm	  der	  Cyclin	  D1-­‐Level	  bei	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   sieht	  dem	  der	  Cyclin	  D1-­‐Level	   bei	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   sehr	   ähnlich.	   p53	   dürfte	   also	   auf	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	  wenig	   Einfluss	   nehmen.	   Auch	   bei	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurden	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	  durch	   die	   Apoptoseinduktion	   deutlich	   reduziert.	   Bei	   den	   scrRNA-­‐transfizierten	   Zellen	  lagen	  die	  Cyclin	  D1-­‐Level	  nach	  Etoposidbehandlung	  mehr	  als	  50%	  unter	  dem	  Level	  der	  Kontrollzellen.	   Auch	   bei	   den	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   bewirkte	   Etoposid	   eine	  rund	  40%ige	  Reduktion	  der	  Cyclin	  D1-­‐Level.	  Bei	  den	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen	  ließ	  sich	  durch	   den	   CSN5-­knockdown	   kaum	   eine	   Änderung	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level	   feststellen,	  tendenziell	   stiegen	  die	  Level	   durch	  die	  CSN5-­‐Reduktion	   aber	   leicht.	  Bei	   den	  Etoposid-­‐behandelten	  Zellen	  ist	  der	  Effekt	  deutlicher	  zu	  erkennen:	  Die	  Reduktion	  der	  CSN5/JAB1-­‐Level	  führte	  zu	  einem	  knapp	  20%igen	  Anstieg	  der	  Cyclin	  D1-­‐Level.	  Die	  Behandlung	  der	  Zellen	   mit	   Etoposid	   führte	   in	   HCT116-­‐Zellen	   also	   zu	   einer	   Reduktion	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level.	   Der	   CSN5-­knockdown	   hatte	   in	   den	   Zellen	   dagegen	   einen	   leichten	   Anstieg	   der	  Cyclin	  D1-­‐Level	  zur	  Folge	  (Abbildung	  4.25F).	  	  Als	   nächstes	   Zielprotein	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   wurde	   c-­‐Jun	   angeschaut.	   Bei	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurden	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   durch	   eine	   Behandlung	   der	   Zellen	   mit	  Etoposid	  deutlich	  erhöht.	  So	  stiegen	  die	  c-­‐Jun-­‐Level	  bei	  den	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	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nach	  Apoptoseinduktion	  um	  mehr	   als	   das	  Doppelte,	   bei	   den	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	  Zellen	   stiegen	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   um	   etwa	   75%	   bei	   Etoposidgabe	   gegenüber	   den	   DMSO-­‐behandelten	  Zellen.	  Bei	  den	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen	  hatte	  der	  CSN5-­knockdown	  kaum	  Auswirkung	   auf	   die	   c-­‐Jun-­‐Level.	   Nach	   Etoposidbehandlung	   sanken	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	  jedoch	  bei	  gleichzeitiger	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  um	  etwa	  25%	  gegenüber	  den	  Leveln	  in	  Zellen	  mit	  scrRNA-­‐Transfektion	  (Abbildung	  4.25G).	  	  Bei	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   ist	   der	   Anstieg	   der	   c-­‐Jun-­‐Level	   durch	   das	   Etoposid	   noch	  deutlich	   ausgeprägter.	   Bei	   den	   scrRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   stiegen	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	  durch	  Etoposid	  um	  das	  Dreifache,	  bei	  den	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  sogar	  um	  das	  4,5-­‐fache,	  verglichen	  mit	  den	  DMSO-­‐behandelten	  Zellen.	  Das	  heißt,	  dass	  die	  Reduktion	  der	   CSN5/JAB1-­‐Level	   den	   Effekt	   des	   Etoposids	   weiter	   verstärkt.	   Wurden	   die	   Zellen	  hingegen	  mit	  DMSO	  behandelt,	  hatte	  der	  CSN5-­knockdown	  kaum	  Einfluss	  auf	  die	  c-­‐Jun-­‐Level.	   Bei	   Etoposidbehandlung	   stiegen	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   in	   HCT116-­‐Zellen	   also	   an.	   Der	  
CSN5-­knockdown	   beeinflusste	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   kaum,	   während	  der	   knockdown	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   zu	   einem	   Anstieg	   der	   c-­‐Jun-­‐Level	   führte	  (Abbildung	  4.25G).	  	  MG132	   hatte	   in	   dem	   Versuch	   also	   keinen	   großen	   Effekt.	   Die	   Etoposid-­‐	   und	   CSN5-­
knockdown-­‐Effekte	   waren	   prinzipiell	   mit	   und	   ohne	   MG132	   vergleichbar,	   wurden	  teilweise	  durch	  das	  MG132	  aber	  ein	  wenig	  verstärkt.	  	  	  
4.11 CSN5	  fördert	  die	  Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin	  In	  den	  vorangegangenen	  Untersuchungen	  wurde	   in	  verschiedenen	  Zelllinien	  ein	  Effekt	  von	   CSN5/JAB1	   auf	   die	   β-­‐Catenin-­‐	   und	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   nachgewiesen.	   Nun	  sollte	  untersucht	  werden,	  ob	  CSN5	  auch	  die	  Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin	  beeinflusst	  und	  somit	  direkt	  Einfluss	  auf	  den	  proteasomalen	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	  hat.	  	  	  Dazu	  wurden	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  und	  einem	   His-­‐Ubiquitin-­‐Plasmid	   transfiziert.	   Zusätzlich	   wurde	   MG132	   als	   Proteasomen-­‐inhibitor	   zu	   den	   Zellen	   gegeben.	   72	   h	   nach	   der	   (si)RNA-­‐Transfektion	   wurde	   mit	   den	  Lysaten	   eine	   NiNTA-­‐Aufreinigung	   nach	   Campanero	   und	   Flemington	   durchgeführt	  (Campanero	   and	   Flemington,	   1997).	   Mit	   der	   NiNTA-­‐Aufreinigung	   ist	   es	   möglich	  ubiquitinierte	   Proteine	   zu	   isolieren.	   Die	   NiNTA-­‐Proben	   wurden	   per	   Western	   Blot	  analysiert.	  Die	  Immundetektion	  erfolgte	  gegen	  β-­‐Catenin.	  Auf	  dem	  Blot	  sollte	  dann	  nur	  ubiquitiniertes	   β-­‐Catenin	   zu	   sehen	   sein.	   Parallel	   wurde	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Rate	  ermittelt.	  	  	  Bei	   den	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurden	   die	   CSN5-­‐Level	   um	   etwa	   66%	   und	   bei	   den	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  um	  circa	  32%	  reduziert.	  In	  Abbildung	  4.26	  ist	  ein	  Western	  Blot	  mit	  der	  β-­‐Catenin-­‐Detektion	   zu	   sehen.	  Das	   endogene	  β-­‐Catenin	   ließ	   sich	  als	  92	  kDa-­‐Bande	  erkennen.	   Oberhalb	   der	   92	   kDa-­‐Bande	   ließ	   sich	   –	  wenn	   auch	   schwach	   –	   der	   typische	  Ubiquitinschmier,	   also	   ubiquitiniertes	   β-­‐Catenin,	   erkennen.	   Da	   bei	   den	   scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	   tendenziell	  mehr	  Schmier	  erkennbar	  war	  als	  bei	  den	  CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen,	   dürfte	   bei	   CSN5-­knockdown	   weniger	   ubiquitiniertes	  β-­‐Catenin	   in	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den	   Zellen	   gewesen	   sein.	   CSN5/JAB1	   scheint	   normalerweise	   also	   die	   Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin	  zu	  fördern.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  4.26:	  Ubiquitiniertes	  β-­Catenin	   in	  HCT116p53wt-­	  und	  HCT116p53–/–-­Zellen	  nach	  CSN5-­
knockdown.	  HCT116p53wt-­‐	   und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	   scrRNA	   transfiziert.	  24	   h	   nach	   der	   (si)RNA-­‐Transfektion	   wurden	   die	   Zellen	   mit	   einem	   His-­‐Ub-­‐Plasmid	   transfiziert.	   Nach	  weiteren	   24	   h	   wurde	   MG132	   zu	   den	   Zellen	   gegeben.	   72	   h	   nach	   der	   (si)RNA-­‐Transfektion	   wurden	   die	  Zellen	   lysiert	   und	   eine	   NiNTA-­‐Aufreinigung	   durchgeführt.	   Die	   aufgereinigten	   Proben	   wurden	   per	   SDS-­‐PAGE	   und	   Western	   Blot	   analysiert.	   Gezeigt	   ist	   ein	   repräsentativer	   Western	   Blot	   mit	   Detektion	   von	   β-­‐Catenin.	  	  	  
4.12 Nach	  CSN5/JAB1-­‐knockdown	  sezernieren	  HCT116-­‐Zellen	  weniger	  MIF	  Bei	  den	  vorangegangenen	  Experimenten,	   in	  denen	  Effekte	  des	  CSN5/JAB1-­knockdowns	  in	   verschiedenen	   Zelllinien	   auf	   die	   intrazellulären	   Level	   verschiedener	   Proteine	  untersucht	  wurden,	  stellte	  sich	  für	  MIF	  die	  Frage	  inwieweit	  die	  Veränderung	  der	  intra-­‐zellulären	   Level	   sich	   in	   der	   Menge	   der	   sezernierten	   Proteinmenge	   wiederspiegelt.	   So	  wurde	   die	   MIF-­‐Konzentration	   in	   den	   Überständen	   verschiedener	   Zellen	   nach	   CSN5-­
knockdown	  bestimmt,	  um	  zu	  untersuchen,	  inwieweit	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  die	  MIF-­‐Sekretion	   beeinflusst.	   Bei	   dem	   Versuch	   kamen	   sowohl	   HeLa-­‐	   als	   auch	   HCT116-­‐Zellen	  zum	  Einsatz.	  	  HeLa-­‐Zellen	  wurden	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  Nach	  72	  h	  Transfektions-­‐zeit	   wurde	   der	   Überstand	   abgenommen	   und	   per	   huMIF-­‐ELISA	   analysiert.	   Frisches	  Zellkulturmedium	   wurde	   ebenfalls	   im	   ELISA	   eingesetzt,	   um	   eventuelle	   Serumeffekte	  auszuschließen	  und	  als	  Hintergrund	  abziehen	  zu	  können.	  Parallel	  wurden	  Zelllysate	  per	  Western	  Blot	  analysiert,	  um	  die	  CSN5-­knockdown-­‐Effizienz	  zu	  bestimmen.	  	  Durch	  den	  CSN5-­knockdown	  wurden	  die	  CSN5-­‐Level	   in	  den	  HeLa-­‐Zellen	  um	  rund	  50%	  reduziert.	   In	  den	  Überständen	  der	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  wurden	  58	  ng	  MIF	  pro	  ml	   Medium	   nachgewiesen,	   in	   den	   Überständen	   der	   CSN5siRNA-­‐transfizierten	   Zellen	  hingegen	  54	  ng	  pro	  ml	   (Daten	  nicht	   gezeigt).	  Die	  Reduktion	  der	   intrazellulären	  CSN5-­‐Level	  in	  HeLa-­‐Zellen	  hatte	  also	  kaum	  Einfluss	  auf	  die	  extrazellulären	  MIF-­‐Level.	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Abbildung	   4.27:	   MIF-­Konzentration	   in	   den	   Überständen	   von	   HCT116p53wt-­	   und	   HCT116p53–/–-­
Zellen	  nach	  CSN5-­knockdown.	  Nach	  CSN5-­knockdown	  sezernierten	  die	  HCT116-­‐Zellen	  deutlich	  weniger	  MIF.	   Die	   gezeigten	   Konzentrationen	   sind	   der	   Durchschnitt	   aus	   jeweils	   drei	   gemessenen	   Werten.	   Die	  Bestimmung	  der	  MIF-­‐Konzentrationen	  erfolgte	  mit	  einem	  huMIF-­‐ELISA.	  	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	  ebenfalls	  mit	  CSN5siRNA	  bzw.	  scrRNA	  transfiziert.	  48	  h	  später	  wurden	  500	  µM	  Etoposid	  bzw.	  DMSO	  ins	  Medium	  gegeben.	  Nach	  72	  h	  Transfektionszeit	  wurde	  die	  MIF-­‐Konzentration	  in	  den	  Überständen	  mittels	  huMIF-­‐ELISA	   bestimmt.	   Parallel	   wurde	   die	   CSN5-­knockdown-­‐Effizienz	   durch	   Western	   Blot	  ermittelt.	  	  In	   den	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurde	   ein	   durchschnittlicher	   CSN5/JAB1-­knockdown	   von	  durchschnittlich	   35%	   erzielt.	   In	   den	   Überständen	   der	   HCT116p53wt-­‐Zellen,	   die	   mit	  scrRNA	   transfiziert	   und	   mit	   DMSO	   behandelt	   wurden,	   wurden	   119	  ng	   MIF/ml	  nachgewiesen.	   Wurden	   die	   Zellen	   hingegen	   mit	   CSN5siRNA	   transfiziert,	   konnten	   nur	  61	  ng	  MIF/ml	   in	  den	  Überständen	  nachgewiesen	  werden.	  Durch	  den	  CSN5-­knockdown	  sezernierten	   die	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   also	   nur	   etwa	   halb	   so	   viel	   MIF	   wie	   normal	  (Abbildung	  4.27).	  	  In	   den	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   wurde	   ein	   durchschnittlicher	   CSN5/JAB1-­knockdown	   von	  etwa	   40%	   erreicht.	   In	   den	   Überständen	   der	   HCT116p53–/–-­‐Zellen,	   die	   mit	   scrRNA	  transfiziert	   und	   mit	   DMSO	   behandelt	   wurden,	   wurden	   73	  ng	   MIF/ml	   nachgewiesen.	  Wurden	  die	  Zellen	  hingegen	  mit	  CSN5siRNA	  transfiziert,	  konnten	  nur	  25	  ng	  MIF/ml	   in	  den	  Überständen	   nachgewiesen	  werden.	   Durch	   den	  CSN5-­knockdown	   sezernierten	   die	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  nur	  etwa	  ein	  Drittel	  der	  normalen	  Menge	  (Abbildung	  4.27).	  	  	  Verglichen	  mit	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  sezernierten	  die	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  also	  deutlich	  weniger	  MIF.	  Die	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  mit	  scrRNA-­‐Transfektion	  sezernierten	  nur	  etwa	  60%	   der	   MIF-­‐Menge	   der	   HCT116p53wt-­‐Zellen.	   Bei	   CSN5-­knockdown	   sezernierten	   die	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   im	   Vergleich	   zu	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   mit	   CSN5-­knockdown	   nur	  etwa	  40%	  der	  MIF-­‐Menge	  (Abbildung	  4.27).	  	  Wurden	  die	  HCT116p53wt-­‐	   oder	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  mit	   Etoposid	  behandelt,	   stiegen	  die	   MIF-­‐Konzentrationen	   in	   den	   Überständen	   deutlich	   an.	   Da	   die	   Proben	   nur	   1:5	  verdünnt	   wurden,	   lagen	   die	   gemessenen	   Werte	   der	   Etoposidproben	   außerhalb	   des	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Messbereichs	   (Daten	   nicht	   gezeigt).	   Nach	   derzeitiger	   Einschätzung	   scheint	   der	   CSN5-­
knockdown	  bei	  gleichzeitiger	  Etoposidbehandlung	  aber	  keinen	  deutlichen	  Effekt	  auf	  die	  MIF-­‐Sekretion	  aus	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  zu	  haben.	  	  	  
4.13 Expression	  von	  CSN5/JAB1,	  CSN1,	  CSN8	  und	  MIF	  während	  der	  humanen	  
Dickdarmkrebsentwicklung	  In	   den	   bisherigen	   in	   vitro-­‐Experimenten	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   CSN5/JAB1	  offensichtlich	   einen	   Einfluss	   auf	   verschiedene	   Komponenten	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   hat	  und	   wohl	   auch	   das	   Proliferations-­‐	   und	   Apoptoseverhalten	   von	   Dickdarmkrebszellen	  beeinflusst.	  	  	  Als	   nächsten	   Schritt	   sollte	   nun	   auch	   in	   vivo	   untersucht	  werden,	   ob	  CSN5/JAB1	   an	  der	  kolorektalen	   Tumorgenese	   beteiligt	   ist.	   Dazu	   wurde	   zunächst	   humanes	   Kolon	  immunhistochemisch	   gefärbt	   und	   analysiert.	   Die	   Gewebe	   wurden	   von	   Patienten	   mit	  verschieden	   fortgeschrittener	   Tumorgenese	   gewonnen.	   Zum	   einen	   wurde	   Karzinom-­‐gewebe	  als	  stark	  verändertes	  Gewebe	  betrachtet.	  Zum	  anderen	  wurde	  Adenomgewebe	  angeschaut,	   da	  Adenome	  als	  Krebsvorstufe	   gelten.	   Zum	  Vergleich	  wurden	  die	  Gewebe	  jeweils	  mit	  Normalgewebe	  des	  gleichen	  Patienten	  verglichen.	  	  Das	   Hauptaugenmerk	   lag	   bei	   den	   Färbungen	   auf	   CSN5/JAB1.	   In	   vielen	   anderen	  Tumorentitäten	  ist	  CSN5/JAB1	  im	  Tumorgewebe	  überexprimiert.	  In	  dieser	  Studie	  sollte	  geklärt	  werden,	  ob	  sich	  die	  CSN5/JAB1-­‐Level	  auch	  bei	  der	  Dickdarmkrebsentwicklung	  verändern	  und	  analog	  zur	  Tumorgenese	  in	  anderen	  Geweben	  erhöhen.	  	  Parallel	  wurde	  MIF	  als	  CSN5-­‐Interaktionspartner	  gefärbt.	  Wilson	  et	  al.	  konnten	  bereits	  die	   Überexpression	   von	   MIF	   im	   Kolorektalkarzinom	   zeigen	   (Wilson	   et	   al.,	   2005).	   Die	  Färbung	  von	  MIF	  diente	  für	  uns	  als	  Positivkontrolle	  für	  unsere	  Färbemethode	  und	  sollte	  die	  Daten	  von	  Wilson	  et	  al.	  bestätigen.	  	  Des	  Weiteren	  wurden	  CSN1	  und	  CSN8	  in	  den	  verschiedenen	  Geweben	  sichtbar	  gemacht,	  um	  zu	  klären,	  falls	  man	  Unterschiede	  bei	  den	  CSN5-­‐Leveln	  sieht,	  ob	  nur	  die	  freie	  Form	  des	   CSN5	   oder	   das	   ganze	   COP9-­‐Signalosom	  betroffen	   sind,	   oder	   ob	   sich	   die	   Level	   der	  CSN-­‐Subkomplexe	  verändern.	  	  Zunächst	   wurde	   das	   Färbeverfahren	   an	   wenigen	   Proben	   optimiert.	   Dabei	   wurde	   vor	  allem	  die	  Verdünnung	  der	  Antikörper	  variiert	  und	  verschiedene	  Blockingseren	  getestet.	  	  	  Letztendlich	   wurde	   das	   ganze	   Verfahren	   zur	   Reduzierung	   des	   Hintergrunds	   auf	   eine	  Färbung	   mit	   dem	   Envision	  Kit	   umgestellt.	   Mit	   der	   etablierten	   Färbemethode	   wurden	  dann	  Proben	  von	  fünf	  Patienten	  mit	  Adenomen	  und	  von	  fünf	  Patienten	  mit	  mindestens	  einem	  Karzinom	  untersucht.	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Abbildung	   4.28:	   Immunhistochemische	   Detektion	   von	   CSN1,	   CSN5/JAB1,	   CSN8	   und	   MIF	   in	  
humanem	   Kolongewebe.	   Adenom-­‐,	   Karzinom	   (Tumor)-­‐	   und	   Normalgewebe	   von	   verschiedenen	  Patienten	  wurde	  gegen	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	  MIF	  gefärbt.	  Gezeigt	  sind	  repräsentative	  Färbungen	  je	  eines	  Patienten	   in	   100facher	   und	   400facher	   Vergrößerung	   mit	   Vergleich	   von	   verändertem	   Gewebe	   und	  Normalgewebe.	  Bei	  der	  Negativkontrolle	  wurde	  der	  Primärantikörper	  weggelassen.	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Wie	   in	   Abbildung	   4.28	   zu	   sehen,	   schienen	   CSN1,	   CSN8	   und	   MIF	   in	   Adenom-­‐	   und	  Karzinomgewebe	   im	   Vergleich	   zu	   Normalgewebe	   überexprimiert	   zu	   sein.	   Die	   CSN5-­‐Level	  schienen	  in	  Adenomen	  höher	  zu	  sein	  als	  in	  Normalgewebe.	  Im	  Tumorgewebe	  war	  das	   Bild	   für	   CSN5/JAB1	   hingegen	   weniger	   klar:	   In	   einigen	   Patienten	   schien	   CSN5	   im	  Tumorgewebe	  überexprimiert	  zu	  sein,	  in	  anderen	  Patienten	  schienen	  die	  CSN5-­‐Level	  in	  Normal-­‐	   und	   Tumorgewebe	   dagegen	   ungefähr	   gleich	   zu	   sein	   oder	   im	   Tumorgewebe	  sogar	  leicht	  reduziert	  zu	  sein.	  	  	  
4.14 Mif	  fördert	  die	  akute	  Kolitis	  in	  Mäusen	  MIF	   ist	   ein	   bekannter	   Mediator	   von	   akuten	   und	   chronischen	   Entzündungen.	   Es	   gibt	  bereits	  einige	  Studien,	  die	  den	  Einfluss	  von	  MIF	  bei	  der	  Kolitis	  untersucht	  haben.	  De	  Jong	  et	  al.	  und	  Ohkawara	  et	  al.	  berichten,	  dass	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  nicht	  an	  DSS-­‐induzierter	  Kolitis	  erkranken.	   Anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   verbesserten	   den	   Krankheitsverlauf	   in	   normalen	  Mäusen	  zudem	  erheblich	  oder	  konnten	  die	  Erkrankung	  sogar	  ganz	  aufheben	  (de	  Jong	  et	  al.,	  2001;	  Ohkawara	  et	  al.,	  2002).	  	  	  Die	   Induktion	   einer	   Kolitis	   in	   Mäusen	   mit	   dextran	   sulfate	   sodium	   (DSS)	   ist	   weit	  verbreitet.	  Auch	   in	  unserem	  Labor	  sollte	  daher	  das	  Modell	  der	  DSS-­‐induzierten	  Kolitis	  etabliert	   werden.	   Im	   späteren	   Verlauf	   des	   Projektes	   sollte	   das	   Modell	   dann	   bei	   der	  konditionalen	  Csn5-­knockout-­‐Maus	   (Csn5–/–-­‐Maus)	   Anwendung	   finden.	   Zum	   einen	  war	  es	   wichtig,	   mit	   diesem	   Modell	   praktische	   Erfahrungen	   zu	   sammeln.	   Zum	   anderen	  wurden	   die	   bisherigen	   Studien	   in	   anderen	   Mausstämmen	   durchgeführt	   und	   die	  Bedeutung	   der	   bisher	   veröffentlichten	   Daten	   sollte	   mithilfe	   unserer	   C57BL/6-­‐Mäuse	  unterstrichen	  werden.	  	  
4.14.1 3%	  DSS	  im	  Trinkwasser	  induziert	  murine	  Kolitis	  Da	  das	  DSS	   je	  nach	  Hersteller	  und	  Charge	  variiert	  und	  die	  Mäuse	   je	  nach	  genetischem	  Hintergrund	   und	   äußeren	   Bedingungen	   –	   zum	   Beispiel	   in	   den	   Haltungsräumen	  vorhandene	   Keime	   –	   unterschiedlich	   stark	   auf	   DSS	   ansprechen,	   sollte	   vor	   den	  eigentlichen	  Kolitisstudien	  eine	  Pilotstudie	  durchgeführt	  werden,	  um	  die	   richtige	  DSS-­‐Dosis	  für	  unsere	  Mäuse	  zu	  ermitteln.	  Es	  galt	  dabei,	  die	  richtige	  Konzentration	  und	  Dauer	  der	  DSS-­‐Gabe	  zu	  ermitteln.	  Wird	  das	  DSS	  zu	  niedrig	  dosiert,	  kann	  man	  keinen	  Effekt	  des	  DSS	   erkennen	   und	   keine	   Kolitis	   untersuchen.	  Wird	   das	   DSS	   dagegen	   zu	   hoch	   dosiert,	  erkranken	   die	   Tiere	   stärker	   als	   gewünscht	   und	   versterben	   womöglich	   vor	   Ende	   der	  Studie.	  	  Bei	  dieser	  Studie	  bekamen	  die	  Tiere	  7	  Tage	  lang	  3%	  DSS	  in	  ihr	  Trinkwasser.	  Die	  Dosis	  orientierte	  sich	  an	  den	  üblichen	  Dosen	  in	  der	  Literatur	  und	  an	  den	  Erfahrungen	  unseres	  Kooperationspartners	   Dr.	   Leif	   Sander,	   der	   bereits	   DSS-­‐Kolitisstudien	   im	   Haus	   durch-­‐geführt	   hatte.	   Die	   Studie	   wurde	   mit	   einer	   Gruppe	   von	   4	   Mäusen	   (2	   Männchen,	   2	  Weibchen)	   durchgeführt,	   die	   homozygot	   für	   das	   gefloxte	   Csn5-­‐Gen	   waren.	   Die	   Mäuse	  waren	  zu	  Beginn	  des	  Versuchs	  9	  Wochen	  alt.	  Die	  4	  Mäuse	  wurden	   jeden	  Tag	  gewogen	  und	  es	  wurden	  Stuhlproben	  für	  einen	  anschließenden	  Hämokulttest	  gesammelt.	  Zudem	  wurde	   die	   Konsistenz	   des	   Stuhls	   beurteilt,	   und	   weitere	   Auffälligkeiten	   der	   Mäuse	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wurden	  notiert.	  Nach	  einer	  Woche	  DSS-­‐Behandlung	  wurden	  die	  Tiere	  eingeschläfert	  und	  das	  Darmgewebe	  untersucht.	  	  	  Ein	  Indiz	  der	  Kolitis	  ist	  unter	  anderem	  ein	  verkürztes	  Kolon.	  Deswegen	  wurde	  die	  Länge	  des	  Dünn-­‐	  und	  Dickdarms	  gemessen.	  Zum	  Vergleich	  der	  Darmlängen	  wurde	  auch	  eine	  nicht	  mit	  DSS	  behandelte	  Maus	  aus	  dem	  gleichen	  Wurf	  untersucht.	  	  
	  	  
Abbildung	  4.29:	  DSS-­Dosisfindungsstudie.	  4	  Mäuse	  gemischten	  Geschlechts	  bekamen	  7	  Tage	   lang	  3%	  DSS	  in	  ihr	  Trinkwasser.	  Die	  Mäuse	  waren	  zu	  Beginn	  der	  DSS-­‐Gabe	  9	  Wochen	  alt	  und	  waren	  homozygot	  für	  das	   gefloxte	   Csn5-­‐Gen.	   A	   Relatives	   Körpergewicht	   der	   DSS-­‐behandelten	   Mäuse	   während	   der	   DSS-­‐Behandlung.	  B	  Dünndarmlänge	  nach	  7	  Tagen	  DSS-­‐Behandlung.	   Im	  Vergleich	  wurde	  auch	  der	  Dünndarm	  einer	   Geschwistermaus	   ohne	  DSS-­‐Behandlung	   vermessen.	   C	   Kolonlänge	   nach	   7	   Tagen	  DSS-­‐Behandlung.	  Zum	  Vergleich	  wurde	  auch	  das	  Kolon	  einer	  Geschwistermaus	  ohne	  DSS-­‐Behandlung	  vermessen.	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Abbildung	   4.30:	   Csn5-­Level	   im	   Kolongewebe	   bei	   DSS-­induzierter	   muriner	   Kolitis.	   4	   Mäuse	  gemischten	  Geschlechts	  bekamen	  7	  Tage	  lang	  3%	  DSS	  in	  ihr	  Trinkwasser.	  Die	  Mäuse	  waren	  zu	  Beginn	  der	  DSS-­‐Gabe	   9	  Wochen	   alt	   und	  waren	   homozygot	   für	   das	   gefloxte	  Csn5-­‐Gen.	   Aus	   dem	  Kolongewebe	   der	   4	  Mäuse	   und	   1	   Geschwistermaus	   ohne	   DSS-­‐Behandlung	   wurden	   Proteine	   isoliert	   und	   per	   Western	   Blot	  analysiert.	  A	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  von	  Csn5/Jab1	  und	  Aktin.	  B	  Densitometrische	  Auswertung	  des	  Western	  Blots.	  Dargestellt	  sind	  die	  relativen	  Csn5-­‐Proteinlevel	  normiert	  auf	  das	  Csn5-­‐Level	  im	  Kolon	  der	  Maus	  ohne	  DSS-­‐Behandlung.	  	  Die	  mit	  DSS	  behandelten	  Mäuse	  zeigten	  nach	  wenigen	  Tagen	  deutliche	  Anzeichen	  einer	  Kolitis.	  Etwa	  nach	  4	  Tagen	  mit	  DSS-­‐Trinkwasser	  wurde	  der	  Stuhl	  der	  Tiere	  zunehmend	  weicher	   und	   es	   ließ	   sich	   okkultes	   Blut	   im	   Kot	   nachweisen.	   Die	   Konsistenz	   des	   Stuhls	  wurde	  dann	  immer	  mehr	  durchfallartig	  und	  der	  Blutanteil	  stieg	  deutlich,	  sodass	  gegen	  Ende	   der	   Studie	   kein	   Hämokulttest	   mehr	   zum	   Nachweis	   benötigt	   wurde.	   Die	   Mäuse	  verloren,	   vor	   allem	   am	   Ende	   des	   Versuchs,	   bis	   zu	   25%	   ihres	   Körpergewichts	   (siehe	  Abbildung	  4.29A).	  Die	  Dünndarmlänge	  veränderte	   sich	  durch	  die	  DSS-­‐Gabe	  kaum.	  Das	  Kolon	  hingegen	  verkürzte	  sich	  massiv	  durch	  die	  DSS-­‐Gabe	  (siehe	  Abbildung	  4.29B+C).	  	  Aus	  dem	  Kolongewebe	  dieser	  Mäuse	  wurden	  zudem	  Proteine	  isoliert,	  um	  zu	  sehen,	  ob	  die	  Kolitis	  unter	  Umständen	  die	  Csn5/Jab1-­‐Proteinlevel	  verändert.	  In	  Abbildung	  4.30	  ist	  ein	   Western	   Blot	   dieser	   Analyse	   zu	   sehen.	   Die	   Csn5-­‐Level	   schienen	   nach	   DSS-­‐Behandlung	  im	  Kolongewebe	  leicht	  erhöht	  zu	  sein.	  	  Das	  DSS	  wirkte	  bei	  unseren	  Mäusen	  also	  genau	  so	  wie	  in	  der	  Literatur	  beschrieben.	  Es	  führte	   zu	  massiven	  Durchfällen	   und	  Blutungen	   im	  Darmbereich.	   Zudem	   ließ	   sich	   eine	  deutliche	   Verkürzung	   des	   Kolons	   feststellen.	   An	   dieser	   Stelle	   waren	   keine	   weiteren	  
Ergebnisse	   122	  
Dosisstudien	  von	  Nöten,	  da	  das	  DSS	  zu	  einem	  deutlichen	  Effekt	  führte,	  die	  Mäuse	  auf	  der	  anderen	  Seite	  aber	  auch	  nicht	  frühzeitig	  verstarben.	  	  
4.14.2 Mif	  fördert	  die	  DSS-­‐induzierte	  Kolitis	  	  Nach	  der	  erfolgreichen	  Etablierung	  des	  DSS-­‐Modells	  in	  unserem	  Labor	  und	  gelungener	  DSS-­‐Dosisfindung	  sollte	  das	  Modell	  nun	  auf	  unsere	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  Anwendung	  finden.	  Die	  Mäuse	   wurden	   ursprünglich	   von	   G.	   Fingerle	   et	   al.	   generiert	   und	   wurden	   bereits	   für	  andere	  Projekte	  in	  unser	  Haus	  geholt	  und	  gezüchtet.	  Den	  Mäusen	  fehlt	  ein	  funktionales	  
Mif-­‐Gen	  und	  wurden	  im	  C57BL/6-­‐Hintergrund	  gezüchtet	  (Fingerle-­‐Rowson	  et	  al.,	  2003).	  	  In	  dieser	  Studie	  sollte	  nun	  geklärt	  werden,	  welche	  Rolle	  Mif	  bei	  der	  Kolitis	  spielt	  und	  ob	  sich	  die	  bisherigen	  Kolitisstudien	  auch	   in	  unserem	  Labor	  bestätigen	   lassen.	  Die	  Studie	  wurde	  an	  zwei	  unterschiedlichen	  Zeitpunkten	  durchgeführt,	  um	  die	  Reproduzierbarkeit	  sicherzustellen.	   Insgesamt	  kamen	  11	  Wildtypmäuse	  und	  10	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  zum	  Einsatz.	  Zu	   Beginn	   des	   Versuchs	   waren	   die	   Tiere	   8-­‐10	  Wochen	   alt.	   Die	   eine	   Hälfte	   der	   Tiere	  bekam	   3%	   DSS-­‐Trinkwasser,	   die	   andere	   Hälfte	   normales	   Trinkwasser.	   Die	   Mäuse	  wurden	  also	   in	  4	  Gruppen	  unterteilt:	  1)	  Wildtyp,	  normales	  Trinkwasser	   (5	  Mäuse);	  2)	  Wildtyp,	   DSS-­‐Trinkwasser	   (6	   Mäuse);	   3)	   Mif	  –/–,	   normales	   Trinkwasser	   (4	   Mäuse);	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  4)	  Mif	  –/–,	  DSS-­‐Trinkwasser	  (6	  Mäuse).	  In	  jeder	  Gruppe	  gab	  es	  Männchen	  und	  Weibchen	  mit	  einem	  vergleichbaren	  Verhältnis	  in	  jeder	  Gruppe.	  Die	  Studie	  lief	  über	  7	  Tage	  und	  die	  Mäuse	   wurden	   täglich	   beobachtet.	   Zum	   einen	   wurden	   die	   Mäuse	   gewogen,	   da	   das	  Körpergewicht	   ein	   guter	   Indikator	   für	   das	  Wohlbefinden	   der	  Mäuse	   ist.	   Zum	   anderen	  wurden	  Stuhlproben	  genommen,	  die	  bezüglich	  Konsistenz	  beurteilt	  wurden	  und	  die	   in	  Hämokulttests	  eingesetzt	  wurden.	  Zusätzlich	  wurde	  Aussehen	  und	  Verhalten	  der	  Mäuse	  genau	   beobachtet,	   um	   Rückschlüsse	   auf	   den	   Krankheitsgrad	   zu	   ziehen.	   Nach	   7	   Tagen	  wurde	  das	  Darmgewebe	  untersucht.	  Zunächst	  wurden	  Dünn-­‐	  und	  Dickdarm	  vermessen.	  Das	  Gewebe	  wurde	  dann	  zur	  späteren	  Analyse	  eingefroren.	  	  Alle	  Mäuse,	  die	  DSS-­‐Trinkwasser	  bekamen,	  erkrankten	  und	  zeigten	  deutliche	  Anzeichen	  einer	  Kolitis.	  Die	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  hatten	  im	  Gegensatz	  zu	  den	  Wildtypmäusen	  aber	  deutlich	  schwächere	  Symptome.	  Die	  Mäuse	  mit	  normalem	  Trinkwasser	  zeigten	  unabhängig	  vom	  Genotyp	  –	  wie	  erwartet	  –	  keinerlei	  Anzeichen	  einer	  Kolitis.	  	  	  Die	   mit	   DSS	   behandelten	   Mäuse	   verloren	   im	   Laufe	   der	   Studie	   an	   Körpergewicht.	   Die	  
Mif	  –/–-­‐Mäuse	  verloren	  durch	  die	  DSS-­‐Behandlung	  signifikant	  weniger	  an	  Gewicht	  als	  die	  DSS-­‐behandelten	   Wildtypmäuse	   (p<0,05).	   Während	   die	   Wildtypmäuse	   im	   Laufe	   der	  Studie	  durchschnittlich	  etwa	  12%	  ihres	  Ausgangsgewichts	  verloren,	  verloren	  die	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  im	  Mittel	  dagegen	  nur	  etwa	  6%	  ihres	  Ausgangsgewichts	  (siehe	  Abbildung	  4.31A).	  Unabhängig	   vom	   Genotyp	   ließ	   sich	   der	   Gewichtsverlust	   ab	   dem	   dritten	   Tag	   der	   DSS-­‐Behandlung	  nachweisen.	  	  	  Am	  Anfang	  der	  Studie	  hatten	  alle	  Mäuse	  festen	  Stuhl	  und	  es	  konnte	  kein	  Blut	   im	  Stuhl	  nachgewiesen	  werden.	  Nach	  3	  Tagen	  war	  der	  Stuhl	  der	  DSS-­‐behandelten	  Mäuse	  weicher	  als	  der	   Stuhl	  der	  Mäuse	  mit	  normalem	  Trinkwasser.	  Bei	  den	  Wildtypmäusen	   ließ	   sich	  zudem	  okkultes	  Blut	  im	  Stuhl	  nachweisen.	  Bei	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  ließ	  sich	  kein	  Blut	  im	  Stuhl	  nachweisen.	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Abbildung	  4.31:	  DSS-­Effekt	  bei	  Mif	  –/–-­	  und	  Wildtypmäusen	  im	  Vergleich.	  Mif	  –/–-­	  und	  Wildtypmäuse	  bekamen	  7	  Tage	   lang	  3%	  DSS	   in	   ihr	  Trinkwasser.	  Die	  Mäuse	  wurden	   täglich	  gewogen	  und	   ihr	  Stuhl	  auf	  okkultes	  Blut	  untersucht.	  A	  Relatives	  Körpergewicht	  der	  Mäuse.	  Dargestellt	  sind	  die	  Mittelwerte±SD	  der	  relativen	  Körpergewichte	   von	  4-­‐6	  Mäusen	   je	  Gruppe.	   Insgesamt	   kamen	  21	  Mäuse	   zu	   zwei	   unterschied-­‐lichen	  Zeitpunkten	  zum	  Einsatz.	  Ab	  Tag	  5	  der	  DSS-­‐Gabe	  unterschieden	  sich	  die	  Körpergewichte	  der	  Mäuse	  mit	  und	  ohne	  DSS-­‐Gabe	  signifikant.	  Zudem	  lagen	  die	  Körpergewichte	  der	  DSS-­‐behandelten	  Wildtypmäuse	  signifikant	  unter	  dem	  der	  DSS-­‐behandelten	  Mif	  –/–-­Mäuse.	  	  *	  p<0,05	  	  **	  p<0,005.	  B	  Repräsentativer	  Hämo-­‐kulttest	  von	  Mif	  –/–-­	  und	  Wildtypmäusen	  mit	  und	  ohne	  DSS	  im	  Trinkwasser	  an	  Tag	  7	  des	  Experiments.	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Abbildung	  4.32:	  Kolon-­	  und	  Dünndarmlängen	  bei	  Mif	  –/–-­	  und	  Wildtypmäusen	  ohne	  und	  nach	  DSS-­
Behandlung	  im	  Vergleich.	  8-­‐10	  Wochen	  alte	  Mif	  –/–-­‐	  und	  Wildtypmäuse	  bekamen	  7	  Tage	  lang	  DSS	  in	  ihr	  Trinkwasser.	   Zum	   Vergleich	   wurden	   auch	   Geschwister	   mit	   normalem	   Trinkwasser	   untersucht.	   Nach	   7	  Tagen	   wurden	   die	   Kolon-­‐	   und	   Dünndarmlängen	   der	   Tiere	   gemessen	   und	   das	   Gewebe	   fotografiert.	   A	  Repräsentative	   Fotos	   vom	   Kolon	   der	   Mäuse	   neben	   einem	   Lineal.	   Gezeigt	   ist	   Kolongewebe	   von	  Wildtypmäusen	  mit	  und	  ohne	  DSS-­‐Behandlung	  und	  von	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  mit	  und	  ohne	  DSS-­‐Behandlung.	  B	  Durchschnittliche	   Kolonlängen.	   C	   Durchschnittliche	   Dünndarmlängen.	   B+C	   Mittelwerte±SD	   von	   4-­‐6	  Mäusen	  je	  Gruppe.	  *	  p<0,05.	  	  Nach	   4	   Tagen	   DSS-­‐Behandlung	   ließ	   sich	   auch	   bei	   Mif	  –/–-­‐Mäusen	   Blut	   im	   Stuhl	  nachweisen.	  Bei	  Wildtypmäusen	  war	  das	  Blut	   im	  Stuhl	  nun	  schon	  mit	  bloßem	  Auge	  zu	  erkennen.	   Bis	   zum	   Ende	   der	   Studie	   wurde	   bei	   den	   DSS-­‐behandelten	   Mäusen	  durchgehend	  Blut	  im	  Stuhl	  nachgewiesen	  und	  der	  Stuhl	  wurde	  tendenziell	  weicher.	  Bei	  den	  Hämokulttests	  fiel	  auf,	  dass	  die	  Proben	  der	  Wildtyptiere	  im	  Vergleich	  zu	  den	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	   immer	   stärker	   positiv	   für	   okkultes	   Blut	   waren,	   obwohl	   die	   Menge	   der	  aufgetragenen	  Proben	  vergleichbar	  war	   (Abbildung	  4.31B).	  Der	  Hämokulttest	   ist	   zwar	  nicht	   quantitativ,	   sondern	   liefert	   nur	   ein	   Ja-­‐Nein-­‐Ergebnis,	   die	   stärkere	   Färbung	   der	  Testbriefchen	  bei	  den	  Wildtypproben	  lässt	  aber	  eine	  größere	  Blutmenge	  in	  den	  Proben	  erahnen.	  Die	  Kontrollmäuse	  mit	  normalem	  Trinkwasser	  hatten	  von	  Anfang	  bis	  Ende	  der	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Studie	   festen	   Stuhl	   und	   es	   ließ	   sich	   zu	   keinem	   Zeitpunkt	   okkultes	   Blut	   in	   ihren	  Stuhlproben	  nachweisen.	  	  Auch	  Aussehen	  und	  Verhalten	  der	  Mäuse	  zeigte	  vor	  allem	  gegen	  Ende	  der	  Studie,	  dass	  die	  DSS-­‐behandelten	  Mäuse	  an	  Kolitis	   litten.	  So	  war	   ihr	  Fell	   sehr	  struppig,	   sie	  wirkten	  durch	  das	  verlorene	  Körpergewicht	  abgemagert	  und	  sie	  saßen	  kurz	  vor	  Ende	  der	  Studie	  recht	   apathisch	   im	   Käfig.	   Bei	   genauer	   Beobachtung	   wurde	   aber	   klar,	   dass	   diese	  Symptome	   bei	   den	   Wildtyptieren	   deutlich	   ausgeprägter	   waren	   als	   bei	   den	   Mif	  –/–-­‐Mäusen.	  	  	  Am	  Ende	  der	  Studie	  wurden	  die	  Dünndarmlängen	  und	  Kolonlängen	  der	  verschiedenen	  Gruppen	  verglichen.	  Die	  Dünndärme	  zeigten	   in	  den	  verschiedenen	  Gruppen	  vergleich-­‐bare	  Längen.	  Das	  Kolongewebe	  verkürzte	  sich	  durch	  das	  DSS	  jedoch	  deutlich.	  Die	  Tiere	  mit	   normalem	   Trinkwasser	   hatten	   ein	   etwa	   8-­‐9	  cm	   langes	   Kolon.	   Durch	   das	   DSS	  verkürzte	  sich	  das	  Kolon	  auf	  bis	  zu	  6	  cm.	  Sowohl	  bei	  den	  Wildtyptieren	  als	  auch	  bei	  den	  
Mif	  –/–-­‐Mäusen	   verkürzte	   sich	   das	   Kolon	   um	   durchschnittlich	   etwa	   25%	   (siehe	  Abbildung	  4.32).	  	  Zusammenfassend	   lässt	   sich	   also	   sagen,	   dass	   DSS	   sowohl	   bei	   Mif	  –/–-­‐	   als	   auch	   bei	  Wildtypmäusen	   eine	   Kolitis	   hervorruft.	   Die	   Kolitis	   ließ	   sich	   an	   verschiedenen	  Parametern	  wie	  Gewichtsverlust,	  Blut	   im	  Stuhl,	  durchfallartiger	  Konsistenz	  des	  Stuhls,	  struppiges	  Fell	  und	  Verkürzung	  des	  Kolons	  festmachen.	  Die	  Kolitissymptome	  ließen	  sich	  also	  auch	  bei	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  feststellen,	  die	  Ausprägung	  der	  Kolitis	  war	  im	  Vergleich	  zu	  den	  Wildtypmäusen	  aber	  deutlich	  reduziert.	  So	  unterschieden	  sich	  die	  relativen	  Körper-­‐gewichte	   der	   Wildtyp-­‐	   und	   Mif	  –/–-­‐Mäuse	   nach	   5	   Tagen	   DSS-­‐Behandlung	   signifikant	  (p<0,05).	  Mif	  fördert	  also	  die	  DSS-­‐induzierte	  Kolitis.	  	  	  	  
4.15 ApcMin/+-­‐Mäuse	  entwickeln	  viele	  Tumore	  im	  Magen-­‐Darm-­‐Trakt	  In	   den	   bisherigen	   in	   vivo-­‐Experimenten	   konnte	   das	   DSS-­‐Modell	   der	   Darmentzündung	  erfolgreich	   in	   unserer	   Arbeitsgruppe	   etabliert	   werden	   und	   ein	   Effekt	   von	   Mif	   in	   der	  Darmentzündung	  nachgewiesen	  werden.	  Neben	  der	  Untersuchung	  der	  Darmentzündung	  sollte	   in	  dieser	  Arbeit	  vor	  allem	  die	  Tumorentwicklung	   im	  Darm	   im	  Fokus	  stehen.	  Die	  
ApcMin/+-­‐Maus	   ist	   ein	   weit	   verbreitetes	   Darmtumormodell,	   das	   auch	   als	   Modell	   der	  familiären	  adenomatösen	  Polyposis	  coli	  gilt.	  Die	  Mäuse	  haben	  eine	  Apc-­‐Mutation,	  die	  zu	  einer	   starken	   intestinalen	   Tumorbildung	   bei	   den	   Mäusen	   führt.	   Apc	   ist	   als	   Teil	   des	  
destruction	   complex	   am	   Abbau	   des	  β-­‐Catenins	   beteiligt	   und	   damit	   eine	   entscheidende	  Komponente	   des	   Wnt-­‐Signalwegs.	   Im	   Laufe	   der	   Arbeit	   sollte	   eine	   Csn5–/–-­‐Maus	   im	  
ApcMin/+-­‐Hintergrund	  gezüchtet	  werden,	  um	  die	  Rolle	  von	  Csn5/Jab1	  in	  der	  kolorektalen	  Tumorentwicklung	  zu	  untersuchen.	  	  	  
4.15.1 Zucht	  und	  Genotypisierung	  von	  ApcMin/+-­‐Mäusen	  Zunächst	  wurde	  die	  ApcMin/+-­‐Maus-­‐Zucht	  aufgebaut.	  Dabei	  verpaart	  man	  üblicherweise	  heterozygote	   Männchen	   mit	   Wildtypweibchen,	   da	   Weibchen	   mit	   einer	   Min-­‐Mutation	  eine	   Schwangerschaft	   in	   der	   Regel	   nicht	   überleben.	   Homozygote	   Tiere	   sind	   nicht	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lebensfähig	   und	   auch	   die	   heterozygoten	   Tiere	   haben	   nur	   eine	   durchschnittliche	  Lebenserwartung	   von	   120	   Tagen.	   Die	   Zucht	   dieser	   Linie	   gestaltete	   sich	   dement-­‐sprechend	   als	   schwierig,	   da	   anscheinend	   nur	   wenige	   heterozygote	   Männchen	  zeugungsfähig	  waren	  und	  die	  Zahl	  der	  Nachkommen	  klein	  war.	  Die	  Träger	  der	  Mutation	  wurden	  mit	  zunehmendem	  Alter	  zusehends	  kränker	  und	  züchteten	  dann	  nicht	  mehr.	  	  	  Um	  die	  Zucht	  aufrecht	  zu	  erhalten,	  musste	  es	  parallel	  mindestens	  4	  Verpaarungskäfige	  mit	   je	   einem	   heterozygoten	   Männchen	   und	   zwei	   Wildtypweibchen	   geben,	   die	   recht	  häufig	  durch	  jüngere	  Tiere	  ersetzt	  wurden.	  	  
	  	  
Abbildung	   4.33:	   Genotypisierung	   von	  ApcMin/+-­Mäusen.	  Zur	   Genotypisierung	   der	  Mäuse	  wurde	   DNA	  aus	   Schwanzspitzen	   isoliert	   und	   in	   einer	   ApcMin/+-­‐PCR	   eingesetzt.	   Die	   PCR-­‐Produkte	   wurden	   per	  Gelelektrophorese	  in	  einem	  Agarosegel	  aufgetrennt	  und	  mit	  Ethidiumbromid	  sichtbar	  gemacht.	  Gezeigt	  ist	  hier	  ein	  repräsentatives	  Gel	  mit	  PCR-­‐Proben	  von	  Wildtyp	  (+/+)-­‐	  und	  ApcMin/+-­‐Mäusen	  (Min/+).	  Das	  PCR-­‐Produkt	  für	  den	  Wildtyp	  hat	  eine	  Größe	  von	  600	  bp,	  das	  PCR-­‐Produkt	  für	  die	  Min-­‐Mutation	  hat	  eine	  Länge	  von	  350	  bp.	  Mäuse	  mit	  PCR-­‐Produkten	  bei	  350	  bp	  und	  600	  bp	  sind	  heterozygot	  für	  die	  Min-­‐Mutation.	  	  Ein	  wichtiger	  Schritt	  für	  eine	  erfolgreiche	  Zucht	  der	  ApcMin/+-­‐Mäuse	  war	  die	  Etablierung	  einer	   zuverlässigen	   Ermittlung	   des	   Genotyps.	  Mit	   der	   gewonnenen	   genomischen	  DNA	  wurde	  dazu	  eine	  PCR	  zum	  Nachweis	  der	  Min-­‐Mutation	  durchgeführt	  (Abbildung	  4.33).	  Das	  ApcMin/+-­‐PCR-­‐Protokoll	  wurde	  dazu	  auf	  die	  lokalen	  Gegebenheiten	  angepasst.	  Fortan	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konnte	  der	  Genotyp	  der	  Mäuse	  zuverlässig	  bestimmt	  werden.	  Es	  gelang	  recht	  zügig	   in	  unserem	   Labor	   eine	   verlässliche	   Genotypisierung	   zu	   etablieren	   und	   eine	   erfolgreiche	  Zucht	  der	  ApcMin/+-­‐Mäuse	  aufzubauen.	  	  
4.15.2 ApcMin/+-­‐Mäuse	  haben	  viele	  Tumore	  im	  Intestinum	  Zur	  Etablierung	  der	  Analysemethode	  der	  Tumorbildung	   im	  Darm	  wurde	  eine	  ApcMin/+-­‐Maus	   ohne	   den	   eingekreuzten	   Csn5-­knockout	   analysiert.	   Dazu	   wurde	   der	   komplette	  Magen-­‐Darm-­‐Trakt	   entnommen,	   aufgeschnitten	   und	   gewaschen.	   Dann	   wurden	   die	  vorhandenen	  Tumore	  im	  Lumen	  gezählt	  und	  ihr	  Durchmesser	  ermittelt.	  	  	  In	  Abbildung	  4.34	  ist	  die	  Zahl	  der	  intestinalen	  Tumore	  der	  ApcMin/+-­‐Maus	  unterschieden	  nach	  Größe	  und	  Lokalisation	  dargestellt.	  Bei	  der	  Maus	  wurden	  viele	  kleine	  Tumore	  von	  1-­‐2	  mm	  Durchmesser	   gefunden.	   Es	   gab	   aber	   auch	   einige	   Tumore	   bis	   zu	   4	  mm	  Durch-­‐messer.	  Die	  Tumore	  befanden	  sich	  hauptsächlich	  im	  Dünndarm,	  aber	  auch	  im	  Kolon	  und	  im	  Magen	  waren	  Tumore	  zu	  finden.	  Im	  Blinddarm	  gab	  es	  keine	  Tumore.	  	  Bei	   einer	   zweiten	   untersuchten	   ApcMin/+-­‐Maus	   wurde	   eine	   ähnliche	   Verteilung	   und	  Größe	  der	  Tumore	  im	  Intestinaltrakt	  beobachtet	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  	  	  
	  
Abbildung	  4.34:	  Anzahl	  und	  Größe	  der	  Tumore	  im	  Intestinum	  einer	  ApcMin/+-­Maus.	  Das	  Intestinum	  eines	  17	  Wochen	  alten	  ApcMin/+-­‐Weibchens	  wurde	  entnommen,	  aufgeschnitten,	  gewaschen	  und	  das	  Lumen	  untersucht.	  Dabei	  wurden	  die	  Tumore	  gezählt	  und	  der	  Durchmesser	  der	  Tumore	  ermittelt.	  Gezeigt	  ist	  die	  Zahl	  der	  Tumore	  unterschieden	  nach	  Lokalisation	  und	  Größe.	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4.16 Konditionaler	  Csn5-­‐knockout	  in	  Mäusen	  Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  sollte	  eine	  Maus	  gezüchtet	  werden	  und	  zum	  Einsatz	  kommen,	  in	   der	   ein	   konditionaler	   Csn5-­knockout	   im	   Darmepithel	   induziert	   werden	   kann.	   Ein	  totaler	  Csn5-­knockout	   in	  Mäusen	   ist	   nicht	  möglich,	   da	   das	   Fehlen	   des	   Csn5	   bereits	   im	  Embryonalstadium	   zum	  Tode	   führt	   (Tomoda	   et	   al.,	   2004).	   Daher	   sollte	   das	   Cre-­‐LoxP-­‐System	   genutzt	   werden.	   Dabei	   werden	   loxP-­‐Sequenzen	   in	   das	   gewünschte	   Gen	  eingefügt.	   Eine	   Cre-­‐Rekombinase	   erkennt	   diese	   loxP-­‐Sequenzen	   und	   entfernt	   die	  dazwischen	   liegende	   DNA	   aus	   dem	   Genom.	   Die	   loxP-­‐Sequenzen	   werden	   so	   eingefügt,	  dass	   nach	   Entfernen	   des	   DNA-­‐Abschnitts	   kein	   funktionales	   Protein	   mehr	   exprimiert	  werden	   kann.	   In	   dieser	   Arbeit	   kamen	   für	   den	   konditionalen	   Csn5-­knockout	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	  und	  Csn5-­‐gefloxte	  Mäuse	   zum	  Einsatz.	   In	   den	  Nachkommen	  dieser	  Mäuse	  sollte	   dann	   ein	   tamoxifeninduzierbarer	  Csn5-­knockout	   im	   intestinalen	   Epithel	  möglich	  sein.	  	  
4.16.1 Zucht	  und	  Genotypisierung	  von	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäusen	  Für	   den	   konditionalen	   Csn5/Jab1-­‐knockout	   sollten	   Mäuse	   mit	   einer	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  eingesetzt	  werden.	  Die	  Mäuse	  wurden	  uns	  von	  der	  Gruppe	  um	  Prof.	  Sylvie	  Robine	  in	  Paris	  zur	  Verfügung	  gestellt	  (el	  Marjou	  et	  al.,	  2004).	  Die	  Expression	  der	  Cre-­‐Rekombinase	   steht	   bei	   dieser	   Maus	   unter	   Kontrolle	   der	   9	  kb	   großen	   regulatorischen	  Region	   des	   murinen	   Villin-­‐Gens	   (Abbildung	   4.35A).	   Diese	   regulatorische	   Region	  ermöglicht	   die	   stabile	   und	   homogene	   Expression	   der	   Cre-­‐Rekombinase	   im	  Dünn-­‐	   und	  Dickdarm	  in	  Enterozyten	  und	  in	  undifferenzierten	  Kryptenzellen.	  Der	  Ansatz	  verspricht	  also	  eine	  mögliche	  Rekombination	  des	  Zielgens	   in	   intestinalen	  Epithelien.	  Die	  Aktivität	  der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   ist	   tamoxifenabhängig.	   Das	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Konstrukt	  basiert	   auf	   einer	  Fusion	  der	  Cre-­‐Rekombinase	  mit	   einer	  mutierten	   ligandenbindenden	  Domäne	  des	  humanen	  Östrogenrezeptors	  (el	  Marjou	  et	  al.,	  2004).	  	  	  Mit	   den	   uns	   zur	   Verfügung	   gestellten	   Mäusen	   wurde	   zunächst	   eine	   eigene	   Zucht	  aufgebaut.	  Der	  erste	  Schritt	  für	  eine	  erfolgreiche	  eigene	  Zucht	  war	  die	  Etablierung	  einer	  zuverlässigen	  Genotypisierung	  der	  Mäuse.	  Zur	  Genotypisierung	  wurden	  VillinCre-­‐PCRs	  durchgeführt	   (el	   Marjou	   et	   al.,	   2004)	   und	   die	   PCR-­‐Produkte	   mittels	   Agarosegel-­‐elektrophorese	   und	   Ethidiumbromidfärbung	   analysiert.	   In	   Abbildung	   4.35B	   wird	   ein	  typisches	  Agarosegel	  mit	  PCR-­‐Produkten	  einer	  VillinCre-­‐PCR	  gezeigt.	  Die	  VillinCre-­‐PCR	  zur	  Genotypisierung	  konnte	  schnell	  etabliert	  werden	  und	  ermöglichte	  eine	  verlässliche	  Bestimmung	   des	   Genotyps.	   Der	   Fortbestand	   der	   Mäuse	   wurde	   durch	   regelmäßige	  Verpaarung	  von	  üblicherweise	  zwei	  Weibchen	  und	  einem	  Männchen	  gewährleistet.	  	  	  
4.16.2 Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  wird	  im	  Darm	  exprimiert	  Nach	   erfolgreicher	   Etablierung	   der	   Genotypisierung	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   und	  Aufbau	   einer	   stabilen	   Zucht,	   sollte	   als	   nächster	   Schritt	   die	   Induzierbarkeit	   der	   Cre-­‐Rekombinase	   und	   ihre	   Expression	   in	   den	   intestinalen	   Epithelien	   überprüft	   werden.	  Dazu	   wurden	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   mit	   Tamoxifen	   behandelt	   und	   die	   Expression	   der	  Cre-­‐Rekombinase	   in	   verschiedenen	   Geweben	   wurde	   anschließend	   auf	   Protein-­‐	   und	  RNA-­‐Ebene	  untersucht.	  	  	  
Ergebnisse	   129	  
	  
Abbildung	   4.35:	   Konstruktion	   und	   Genotypisierung	   von	   VillinCre-­ERT2-­Rekombinase-­Mäusen.	   A	  Konstruktionsschema	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase-­‐Maus	  (el	  Marjou	  et	  al.,	  2004).	  Der	  Villin-­‐Promotor	  steuert	   die	   Expression	   des	   Cre-­‐Gens.	   An	   das	   Cre-­‐Gen	   ist	   das	   Gen	   für	   den	   mutierten	   Östrogenrezeptor	  angehängt,	   sodass	  bei	  Expression	  das	  Cre-­‐ERT2-­‐Fusionsprotein	  entsteht.	   „villin	  probe“	  kennzeichnet	  das	  PCR-­‐Produkt	  der	  VillinCre-­‐PCR.	  B	  Repräsentatives	  Agarosegel	  mit	  PCR-­‐Produkten	  einer	  VillinCre-­‐PCR	  mit	  Genotypisierung	  von	  Wildtypmäusen	  (+/+)	  und	  VillinCre+-­‐Mäusen	  (Cre+).	  Das	  VillinCre-­‐PCR-­‐Produkt	  hat	  eine	  Größe	  von	  circa	  300	  bp.	  	  In	   dieser	   Studie	   kamen	   insgesamt	   sieben	   15	   Tage	   alte	  Mäuse	   gemischten	   Geschlechts	  aus	  einem	  Wurf	  zum	  Einsatz.	  4	  VillinCre-­‐positive	  Tiere	  und	  1	  Wildtypmaus	  wurden	  an	  fünf	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   mit	   1	  mg	   Tamoxifen	   pro	   Tag	   intraperitoneal	  behandelt.	  1	  weiteres	  Wildtyptier	  und	  1	  Cre-­‐positive	  Maus	  blieben	  völlig	  unbehandelt.	  Um	  zu	  sehen,	  wie	  lange	  die	  Induktion	  der	  Cre-­‐Rekombinase	  anhält,	  wurde	  das	  Gewebe	  der	  Tiere	  zu	  unterschiedlichen	  Zeitpunkten	  analysiert.	  Die	  ersten	  Tiere	  wurden	  1	  Woche	  nach	  der	  letzten	  Tamoxifenbehandlung	  untersucht,	  eine	  weitere	  Gruppe	  2	  Wochen	  nach	  der	  letzten	  Behandlung	  und	  eine	  dritte	  Gruppe	  6	  ½	  Wochen	  (46	  Tage)	  nach	  der	  letzten	  Behandlung.	  Die	  Tiere	  wurden	   in	   Isofluran	  eingeschläfert,	  unmittelbar	  danach	  wurden	  ihnen	  verschiedene	  Gewebe	  entnommen	  und	  diese	  analysiert.	  	  	  
4.16.2.1 Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  wird	  konstitutiv	  exprimiert	  	  Die	  Expression	  der	  VillinCre-­‐Rekombinase	  ohne	  und	  nach	  Tamoxifenbehandlung	  wurde	  per	  RT-­‐PCR	  quantifiziert.	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Abbildung	  4.36:	  PCR	  zum	  Testen	  der	  Cre-­Primer	   für	  die	  RT-­PCR.	  VillinCre-­‐ERT2-­‐	  und	  Wildtypmäuse	  wurden	  mit	  Tamoxifen	  behandelt	  und	  RNA	  aus	  ihrem	  Kolon-­‐	  und	  Herzgewebe	  isoliert.	  Die	  mit	  dieser	  RNA	  synthetisierte	   cDNA	  wurde	  mit	   Cre-­‐Primern	   in	   einer	   PCR	   eingesetzt.	   Die	   PCR-­‐Produkte	  wurden	  mittels	  Agarosegelelektrophorese	   und	   Ethidiumbromid	   analysiert.	   Gezeigt	   ist	   hier	   das	   Agarosegel	   mit	   den	  aufgetrennten	   PCR-­‐Produkten.	   Die	   Primer	   lieferten	   ein	   PCR-­‐Produkt	   in	   erwarteter	   Größe	   bei	   allen	  Kolonproben	  von	  VillinCre+-­‐Mäusen.	  	  	  Bei	   allen	   Mäusen	   mit	   einem	   Gen	   für	   die	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   ließ	   sich	   in	   den	  Kolonproben	  ein	  Produkt	  in	  der	  normalen	  PCR	  erkennen,	  bei	  den	  Wildtypmäusen	  gab	  es	  keine	  Bande	  (Abbildung	  4.36).	  Die	  getesteten	  Primer	  waren	  also	  spezifisch	  und	  lieferten	  ein	  PCR-­‐Produkt	  in	  erwarteter	  Größe.	  	  Im	  nächsten	  Schritt	  wurde	  die	  synthetisierte	  cDNA	  und	  die	  getesteten	  Primer	   in	  einer	  
real	   time-­‐PCR	   eingesetzt,	   um	   die	   Expression	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   zu	  quantifizieren.	  Zum	  einen	  wurde	  die	  Menge	  an	  Cre-­‐mRNA	  bestimmt,	   zum	  anderen	  die	  Menge	   an	   GAPDH-­‐mRNA	   als	   Standard.	   In	   Abbildung	   4.37	   sind	   sowohl	   die	  Quantifizierungsdaten	  als	  auch	  die	  zugehörigen	  Schmelzkurven	  gezeigt.	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Abbildung	   4.37:	   RT-­PCR	   zum	   Nachweis	   der	   Expression	   der	   VillinCre-­ERT2-­Rekombinase	   im	  
murinen	   Kolon.	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   und	  Wildtypmäuse	   wurden	   i.p.	   mit	   Tamoxifen	   (Tam)	   behandelt	  oder	   unbehandelt	   analysiert.	   2	   Wochen	   nach	   der	   letzten	   Tamoxifengabe	   wurde	   aus	   dem	   Kolon	   RNA	  isoliert,	  mit	  dieser	  RNA	  cDNA	  synthetisiert	  und	  diese	  per	  RT-­‐PCR	  bezüglich	  Expression	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   analysiert.	   A	   Quantifizierung	   der	   Cre-­‐Rekombinase-­‐Expression.	   B	   Quantifizierung	   der	  Expression	   von	   GAPDH.	   C	   Schmelzkurve	   der	   Cre-­‐PCR-­‐Produkte.	   D	   Schmelzkurve	   der	   GAPDH-­‐PCR-­‐Produkte.	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Die	   GAPDH-­‐Quantifizierungskurven	   zeigen,	   dass	   in	   den	   Proben	   vergleichbare	  Mengen	  cDNA	   eingesetzt	   wurden	   (Abbildung	   4.37B).	   Bei	   den	   Cre-­‐Quantifizierungskurven	   ließ	  sich	   sehr	   gut	   unterscheiden,	   ob	   die	   Mäuse	   VillinCre-­‐positiv	   oder	   Wildtyp	   waren.	   Bei	  allen	   VillinCre-­‐positiven	   Mäusen	   war	   die	   Expression	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  deutlich	   nachweisbar,	   unabhängig	   davon,	   ob	   sie	   vorher	   mit	   Tamoxifen	   behandelt	  wurden	  oder	  nicht	  (Abbildung	  4.37A).	  Das	  bedeutet,	  dass	  die	  Expression	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nicht	  tamoxifenabhängig	  ist,	  sondern	  sie	  –	  wie	  erwartet	  –	  konstitutiv	  exprimiert	  wird.	  	  Die	   Reinheit	   der	   PCR-­‐Produkte	   lässt	   sich	   anhand	   der	   Schmelzkurven	   beurteilen.	   Bei	  GAPDH	   gab	   es	   kaum	   Nebenprodukte.	   Die	   Schulter	   auf	   der	   linken	   Seite	   der	   Cre-­‐Schmelzkurve	  könnte	  auf	  Primerdimere	  hindeuten,	  die	  bei	  einer	  geringeren	  Temperatur	  schmelzen	  als	  die	  eigentlichen	  PCR-­‐Produkte	  (Abbildung	  4.37C+D).	  	  
	  
Abbildung	   4.38:	   Analyse	   der	   PCR-­Produkte	   aus	   der	   RT-­PCR	   per	   Agarosegelelektrophorese.	   Die	  PCR-­‐Produkte	   aus	   der	   RT-­‐PCR	   zum	  Nachweis	   der	   Cre-­‐Expression	  wurden	   auf	   ein	   2,5%iges	   Agarosegel	  aufgetragen,	  per	  Gelelektrophorese	  aufgetrennt	  und	  mit	  Ethidiumbromid	  sichtbar	  gemacht.	  Ein	  GAPDH-­‐PCR-­‐Produkt	  konnte	  in	  allen	  Proben	  mit	  cDNA	  nachgewiesen	  werden.	  Ein	  Cre-­‐PCR-­‐Produkt	  wurde	  in	  allen	  Proben	   von	   VillinCre-­‐positiven	   Mäusen	   nachgewiesen.	   Bei	   der	   RT-­‐PCR	   entstand	   nur	   ein	   spezifisches	  Produkt.	  	  Zur	   weiteren	   Überprüfung	   der	   Reinheit	   der	   PCR-­‐Produkte	   wurde	   anschließend	   eine	  Agarosegelelektrophorese	   (2,5%	   Agarose)	   durchgeführt.	   Wie	   in	   Abbildung	   4.38	   zu	  sehen	   ist	   bei	   der	   RT-­‐PCR	   nur	   ein	   PCR-­‐Produkt	   entstanden.	   Wie	   erwartet	   wurde	   ein	  GAPDH-­‐PCR-­‐Produkt	   in	   allen	   Proben	   mit	   cDNA	   nachgewiesen,	   während	   die	   Cre-­‐Expression	  nur	  in	  den	  Proben	  der	  VillinCre-­‐positiven	  Mäuse	  nachgewiesen	  wurde.	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4.16.2.2 Die	  Expression	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  ist	  gewebsspezifisch	  Die	   Expression	   der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   ohne	   und	   nach	   Tamoxifenbehandlung	  wurde	  auch	  auf	  Proteinebene	  untersucht.	  Aus	  den	  oben	  beschriebenen	  Gewebeproben	  von	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäusen	  und	  Wildtypmäusen	  wurden	  Proteine	   isoliert	  und	  per	  SDS-­‐PAGE	   und	  Western	   Blot	   analysiert.	   Um	   äquivalente	   Proteinmengen	   bei	   der	   SDS-­‐PAGE	  einzusetzen,	   wurde	   vorher	   ein	   Bradfordtest	   durchgeführt.	   Der	   Western	   Blot	   mit	  Detektion	  der	  Cre-­‐Rekombinase	  und	  Aktin	   ist	   in	  Abbildung	  4.39	  zu	   sehen.	  Auch	  wenn	  der	  Antikörper	  sehr	  viele	  unspezifische	  Banden	  lieferte,	  so	  ließ	  sich	  doch	  bei	  74	  kDa	  das	  Cre-­‐Östrogenrezeptorfusionsprotein	  detektieren.	  Die	  Aktinbande	  ließ	  erkennen,	  dass	  in	  jeder	  Spur	  genügend	  Protein	  aufgetragen	  wurde,	  nur	   in	  der	   letzten	  Spur	  war	  es	  etwas	  weniger.	  Bei	  den	  Wildtyptieren	  ließ	  sich	  keine	  Cre-­‐Bande	  erkennen.	  Bei	  allen	  VillinCre-­‐positiven	   Tieren	   ließ	   sich	   bei	   den	   Kolonproben	   eine	   Bande	   detektieren,	   auch	   bei	   der	  Maus	   ohne	   Tamoxifenbehandlung	   (dritte	   Spur	   von	   links	   in	   Abbildung	   4.39).	   Die	  Expression	   der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  war	   nicht	   zeitabhängig.	  Das	   deutet	   darauf	  hin,	   dass	   die	   Expression	   der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   konstitutiv	   ist,	   ihre	   Aktivität	  dürfte	   hingegen	   tamoxifenabhängig	   sein.	   Die	   Expression	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   ist	   gewebsspezifisch.	   So	   ließ	   sich	   im	   proximalen	   und	   distalen	   Kolon	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nachweisen,	   in	  der	  Niere	  und	  im	  Herz	  aber	  beispielsweise	  nicht.	  	  	  	  
	  
Abbildung	   4.39:	   Expression	   der	   VillinCre-­ERT2-­Rekombinase	   in	   unterschiedlichen	   Geweben.	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   und	   Wildtypmäuse	   wurden	   an	   5	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   i.p.	   mit	   Tamoxifen	  behandelt.	  1,	  2	  und	  6,5	  Wochen	  nach	  der	   letzten	  Tamoxifengabe	  wurde	  den	  Mäusen	  Kolon,	  Duodenum,	  Jejunum,	   Ileum,	  Niere	   und	  Herz	   entnommen.	  Aus	   den	  Geweben	  wurden	  Proteine	   isoliert	   und	  diese	   per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Gezeigt	  ist	  ein	  Western	  Blot	  mit	  Detektion	  der	  Cre-­‐Rekombinase	  und	   Aktin.	   Bei	   den	   VillinCre-­‐positiven	   Mäusen	   ließ	   sich	   im	   Kolon	   die	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nachweisen.	   Die	   Mäuse,	   deren	   Proben	   in	   der	   dritten	   und	   vierten	   Spur	   von	   links	   aufgetragen	   wurden,	  bekamen	  kein	  Tamoxifen.	  Bei	  allen	  anderen	  Proben	  wurden	  die	  Mäuse	  zuvor	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	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4.16.3 Zucht	  und	  Genotypisierung	  von	  Csn5-­‐gefloxten	  Mäusen	  	  
	  	  
Abbildung	   4.40:	   Generierung	   der	   Csn5-­flox-­Maus.	   Das	   Csn5-­‐Gen	   einer	   Wildtypmaus	   hat	   4	   Exons.	  Zwischen	  Exon	  I	  und	  Exon	  II	  wurde	  in	  einem	  ersten	  Schritt	  eine	  loxP-­‐Sequenz	  kloniert.	  Zwischen	  Exon	  II	  und	  Exon	  III	  wurden	  eine	  weitere	  loxP-­‐Sequenz	  und	  eine	  FRT-­‐Sequenz-­‐flankierte	  Neomycinkassette	  (Neo)	  platziert.	   Im	  nächsten	  Schritt	  wurde	  die	  Neomycinkassette	  mit	  Hilfe	  einer	  Flp-­‐Rekombinase	  entfernt.	   Im	  Zielkonstrukt	   ist	   Exon	   II	   von	   loxP-­‐Sequenzen	   flankiert.	   p1-­‐p3	   zeigt	   die	   Annealingsequenzen	   der	  Genotypisierungsprimer	   an.	   Das	   Zielkonstrukt	   wurde	   dann	   ins	   Mausgenom	   integriert.	   Wird	   im	   Maus-­‐gewebe	  eine	  Cre-­‐Rekombinase	  aktiv,	  entfernt	  das	  Enzym	  die	  zwischen	  den	  loxP-­‐Sequenzen	  liegende	  DNA	  und	   eine	   loxP-­‐Sequenz.	   Bei	   Aktivität	   der	   Cre-­‐Rekombinase	   wird	   also	   Exon	   II	   des	   Csn5-­‐Gens	   entfernt.	  Durch	  Entfernen	  von	  Exon	   II	  kommt	  es	  zusätzlich	  zu	  einer	  Leserasterverschiebung	  und	  somit	  zu	  einem	  Abbruch	  der	  Translation.	  (Die	  Abbildung	  wurde	  nach	  einer	  Vorlage	  von	  M.	  Panattoni	  gezeichnet.)	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Zur	  Züchtung	  der	  konditionalen	  Csn5-­knockout-­‐Maus	  (Csn5–/–-­‐Maus)	  sollten,	  neben	  den	  schon	   erwähnten	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäusen,	   Csn5-­‐gefloxte	   Mäuse	   verwendet	   werden,	   die	  durch	  die	  Gruppe	  um	  M.	  Panattoni	  und	  R.	  Pardi	  in	  Mailand	  generiert	  wurden.	  Die	  Mäuse	  haben	  loxP-­‐Sequenzen	  in	  ihren	  Csn5-­‐Allelen,	  sodass	  Teile	  des	  Csn5-­‐Gens	  durch	  eine	  Cre-­‐Rekombinase	  entfernt	  werden	  können	  und	  fortan	  kein	  funktionelles	  Csn5-­‐Protein	  mehr	  in	  den	  gewünschten	  Geweben	  vorhanden	   ist.	   In	  Abbildung	  4.40	   ist	  das	  Konstruktions-­‐prinzip	  der	  Csn5-­‐gefloxten	  Maus	  dargestellt.	  	  Die	  Mäuse	  wurden	  uns,	  mit	  Genehmigung	  von	  Dr.	  R.	  Pardi	  et	  al.	  (Scientific	  Institute	  San	  Raffaele,	  Mailand,	  Italien),	  von	  Prof.	  Dr.	  Dr.	  A.	  Gessner	  et	  al.	  (Universität	  Regensburg)	  zur	  Verfügung	  gestellt.	  	  Zunächst	   wurde	   eine	   eigene	   Zucht	   der	   Csn5-­‐gefloxten	   Mäuse	   aufgebaut.	   Zur	  zuverlässigen	  Unterscheidung	  der	  Genotypen	  wurde	  die	  von	  Panattoni	  et	  al.	  entwickelte	  
Csn5-­‐flox-­‐PCR	   bei	   uns	   im	   Labor	   etabliert	   und	   bezüglich	   MgCl2-­‐Konzentration	   und	  Annealingtemperatur	   an	   die	   von	   uns	   verwendeten	   Geräte,	   Enzyme	   und	   Puffer	  angepasst.	   In	  Abbildung	  4.41	   ist	  beispielhaft	  das	  Ergebnis	  einer	  solchen	  Csn5-­‐flox-­‐PCR	  zu	  sehen.	  	  	  
	  
Abbildung	   4.41:	   Genotypisierung	   von	   Csn5/Jab1-­gefloxten	   Mäusen	   via	   Csn5-­flox-­PCR.	   Zur	  Genotypisierung	  wurde	  DNA	  aus	  Mäuseschwänzen	  isoliert	  und	  in	  einer	  Csn5-­‐flox-­‐PCR	  eingesetzt.	  Die	  PCR-­‐Produkte	   wurden	   per	   Gelelektrophorese	   in	   einem	   Agarosegel	   aufgetrennt	   und	   mit	   Ethidiumbromid	  sichtbar	  gemacht.	  Gezeigt	  ist	  ein	  repräsentatives	  Agarosegel	  mit	  den	  PCR-­‐Produkten	  einer	  Csn5-­flox-­‐PCR	  mit	  Genotypisierung	  von	  Wildtypmäusen,	  Csn5+/flox-­‐	  und	  Csn5flox/flox-­‐Mäusen.	  Das	  Wildtyp-­‐PCR-­‐Produkt	  hat	  eine	  Größe	  von	  400	  bp,	  das	  PCR-­‐Produkt	  von	  gefloxten	  Csn5-­‐Genen	  hat	  eine	  Größe	  von	  500	  bp.	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Zur	   Zucht	   wurden	   je	   zwei	   Weibchen	   und	   ein	   Männchen	   in	   einem	   Zuchtkäfig	  zusammengesetzt.	   Parallel	   wurden	   mehrere	   Zuchtkäfige	   gehalten.	   Die	   Zuchtpaare	  wurden	  von	  Zeit	  zu	  Zeit	  verjüngt,	  um	  den	  Fortbestand	  der	  Zucht	  zu	  gewährleisten.	  Die	  
Csn5-­‐gefloxten	  Mäuse	  züchteten	  gut.	  	  	  
4.16.4 Zucht	  der	  konditionalen	  Csn5–/–-­‐Maus	  Nach	   erfolgreicher	   eigener	   Zucht	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   und	   der	   Csn5-­‐gefloxten	  Mäuse,	   konnte	   nun	   die	   eigentliche	   Zucht	   der	   konditionalen	   Csn5–/–-­‐Maus	   starten.	   Die	  gezüchtete	   Maus	   sollte	   einen	   tamoxifeninduzierbaren	   Csn5-­‐knockout	   im	   intestinalen	  Epithel	  ermöglichen.	  Mit	  dieser	  Maus	  können	  dann	  u.a.	  Studien	  zur	  Rolle	  von	  Csn5	  bei	  Darmentzündungen	  und	  bei	  der	  intestinalen	  Tumorgenese	  durchgeführt	  werden.	  	   	  
	  	  
Abbildung	   4.42:	   Schematische	   Darstellung	   der	   Zucht	   der	   konditionalen	   Csn5–/–-­Maus.	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	   und	   Csn5flox/flox-­‐Mäuse	   wurden	   miteinander	   verpaart.	   Die	   Nachkommen	   (F2-­‐Generation)	  trugen	  das	  Gen	  für	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  und	  waren	  homozygot	  für	  das	  gefloxte	  Csn5-­‐Gen.	  Ohne	  weitere	  Behandlung	  wird	   bei	   den	  Mäusen	   ein	   funktionelles	   Csn5-­‐Protein	   exprimiert.	   Induziert	  man	  die	  Aktivität	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   mit	   Tamoxifen,	   entfernt	   sie	   Teile	   des	   Csn5-­‐Gens	   und	   fortan	  sollte	  es	  kein	  funktionelles	  Csn5-­‐Protein	  mehr	  im	  intestinalen	  Epithel	  geben.	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Um	   die	   gewünschte	   konditionale	   Csn5–/–-­‐Maus	   zu	   erhalten,	   wurden	   VillinCre-­‐positive	  Mäuse	   mit	   homozygot	   Csn5-­‐gefloxten	   Mäusen	   verpaart	   (Abbildung	   4.42).	   Die	  heterozygoten	  Nachkommen	  wurden	   dann	  wiederum	  untereinander	   verpaart,	   um	   vor	  allem	  VillinCre-­‐positive	  und	  Csn5-­‐flox-­‐homozygote	  Mäuse	  zu	  bekommen.	  Bei	  der	  Zucht	  wurden	   aber	   auch	   alle	   für	   die	   nachfolgenden	   Studien	   erforderlichen	   Kontrolltiere	  generiert:	   Mäuse	   mit	   und	   ohne	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase,	   homozygot	   und	   hetero-­‐zygot	  Csn5-­‐gefloxte	  Mäuse	  und	  Mäuse	  mit	  Wildtyp-­‐Csn5-­‐Genen.	  Die	  Mäuse	  dieser	  Linie	  züchteten	  gut,	  sodass	  alle	  gewünschten	  Genotypen	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  gezüchtet	  werden	  konnten.	  	  
4.16.5 Der	  homozygote	  intestinale	  Csn5-­‐knockout	  ist	  in	  jungen	  Tieren	  letal	  	  Nach	  erfolgreicher	  eigener	  Zucht	  der	  konditionalen	  Csn5–/–-­‐Maus,	   sollte	  nun	  überprüft	  werden,	   ob	   eine	   Tamoxifenbehandlung	   der	   Mäuse	   tatsächlich	   zu	   einem	   knockout	   des	  
Csn5	  im	  Darmgewebe	  führt.	  	  Für	  den	  ersten	  Versuch	  des	  Csn5-­knockouts	  in	  unseren	  Mäusen	  wurde	  das	  Protokoll	  der	  Tamoxifeninjektion	   von	   el	   Marjou	   et	   al.	   verwendet,	   das	   bereits	   in	   Abschnitt	   4.16.2	  etabliert	   wurde	   (el	   Marjou	   et	   al.,	   2004).	   Dazu	   wurden	   15	   Tage	   alte	   Mäuse	   mit	   1	  mg	  Tamoxifen	  pro	  Tag	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  behandelt.	  Es	  wurden	  5	  Csn5-­‐flox-­‐homozygote	   Tiere	  mit	   Tamoxifen	   behandelt.	   3	   der	   Tiere	  waren	   zudem	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase-­‐positiv,	   2	   der	   Tiere	   hatten	   dagegen	   kein	   Cre-­‐Rekombinase-­‐Gen.	   Nach	  einigen	  Tagen	  sollten	  dann	  Gewebeproben	  genommen	  werden,	  um	  den	  Csn5-­‐knockout	  nachzuweisen.	   Überraschenderweise	   verstarben	   aber	   alle	  mit	   Tamoxifen	   behandelten	  
VillinCre-­‐positiven	   Mäuse	   innerhalb	   von	   14	   Tagen	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifen-­‐behandlung.	   Ein	   genauer	   Todeszeitpunkt	   konnte	   bei	   diesen	   Tieren	   allerdings	   nicht	  ermittelt	  werden,	  da	  die	  Mäuse	  nicht	  engmaschig	  genug	  beobachtet	  worden	  waren.	  	  	  Die	   mit	   Tamoxifen	   behandelten	   Mäuse	   ohne	   Cre-­‐Rekombinase-­‐Gen	   und	   alle	   nicht	  behandelten	   Geschwister	   zeigten	   keinerlei	   Auffälligkeiten.	   Es	   gab	   also	   erste	   Indizien,	  dass	  der	  intestinale	  Csn5-­knockout	  letal	  sein	  könnte.	  	  Der	  Versuch	  wurde	  mit	  gleichen	  Bedingungen	  wiederholt	  und	  die	  Tiere	  diesmal	  deutlich	  häufiger	   beobachtet.	   Diesmal	  wurden	   insgesamt	   10	   Tiere	   gemischten	   Geschlechts	   aus	  einem	  Wurf	  untersucht.	  3	  der	  Tiere	   (VillinCre+,	  Csn5flox/flox)	  wurden	  nicht	  behandelt.	  7	  homozygot	  gefloxte	  Tiere	  wurden	  mit	  Tamoxifen	  behandelt,	  davon	  waren	  5	  positiv	  für	  die	  VillinCre-­‐Rekombinase	  und	  2	  hatten	  kein	  Cre-­‐Rekombinase-­‐Gen.	  Ein	  Teil	  der	  Tiere	  wurde	  8	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifeninjektion	  eingeschläfert,	  um	  Gewebeproben	  zu	  gewinnen.	  Der	  andere	  Teil	  der	  Mäuse	  wurde	  ohne	  weitere	  Behandlung	  beobachtet,	  um	  die	   Lebensdauer	   nach	   intestinalem	   Csn5-­‐knockout	   zu	   bestimmen.	   Die	   Mäuse	   wurden	  täglich	  gewogen,	  es	  wurden	  täglich	  Stuhlproben	  für	  Hämokulttests	  genommen	  und	  die	  Mäuse	  wurden	  bezüglich	  eventuell	  verändertem	  Aussehen	  und	  Verhalten	  beobachtet.	  	  Bereits	   eine	   Woche	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung	   der	   Mäuse	   ließen	   sich	  deutliche	   Unterschiede	   zwischen	   den	   Cre-­‐positiven	   und	   Cre-­‐negativen	   Mäusen	   mit	  Tamoxifenbehandlung	   erkennen:	   Während	   die	   Cre-­‐negativen	   Tiere	   völlig	   unauffällig	  waren,	   wirkten	   die	   Cre-­‐positiven	   Tiere	   krank.	   Sie	   hatten	   ein	   struppiges	   Fell,	   liefen	  gekrümmt,	  kauerten	  teilweise	  in	  der	  Ecke	  des	  Käfigs,	  hatten	  einen	  Ringelschwanz	  –	  der	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auf	   eine	  Dehydrierung	   der	  Mäuse	   hindeutet	   –,	   und	   hatten	   deutlich	   veränderten	   Stuhl.	  Der	   Kot	   der	   Csn5-­‐knockout-­‐Tiere	   klebte	   am	   After,	   hatte	   eine	   auffällig	   dunkelbraune	  Farbe	  und	  eine	  schleimige	  zähe	  Konsistenz.	  	  	  
	  	  
Abbildung	   4.43:	  Csn5-­knockout-­Mäuse	   verlieren	   an	  Gewicht	   und	   haben	   ein	   verkürztes	  Kolon.	  15	  Tage	  alte	  Mäuse	  wurden	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  1	  mg	  Tamoxifen	  pro	  Tag	  i.p.	  behandelt.	  Die	  Mäuse	   hatten	   folgende	   Genotypen:	   VillinCre+,	   Csn5flox/flox	   und	   +/+,	   Csn5flox/flox.	   Ein	   Teil	   der	   VillinCre-­‐positiven	  Mäuse	  blieb	  unbehandelt.	  Die	  Tiere	  wurden	  gewogen	  und	  beobachtet.	  8	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung	  wurden	   bei	   einem	  Teil	   der	  Mäuse	   die	  Kolon-­‐	   und	  Dünndarmlängen	   gemessen.	  A	  Körpergewicht	   der	   Mäuse.	   Deutlich	   wird,	   dass	   die	   zwei	   Cre+-­‐Mäuse	   nach	   Tamoxifenbehandlung	   an	  Gewicht	   verloren,	   bevor	   sie	   an	   Tag	   12	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung	   verstarben.	   Alle	  Kontrolltiere	  legten	  im	  gleichen	  Zeitraum	  an	  Gewicht	  zu.	  B	  Kolonlänge	  der	  Mäuse.	  Die	  drei	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse	  hatten	  im	  Vergleich	  zu	  den	  Kontrolltieren	  ohne	  Cre-­‐Rekombinase	  oder	  ohne	  Tamoxifenbehandlung	  ein	   deutlich	   kürzeres	   Kolon.	   C	   Dünndarmlänge	   der	   Mäuse.	   Auch	   der	   Dünndarm	   schien	   bei	   den	   Csn5-­
knockout-­‐Mäusen	  leicht	  verkürzt	  zu	  sein.	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Bei	  einem	  anschließenden	  Hämokulttest	  konnte	  Blut	  im	  Stuhl	  der	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse	  nachgewiesen	  werden.	  Im	  Laufe	  der	  Zeit	  verstärkten	  sich	  die	  beschriebenen	  Symptome	  eher	   noch	   und	   die	   Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   wirkten	   immer	   abgemagerter.	   Die	   nicht	  behandelten	  Kontrolltiere	  blieben	  unauffällig.	  	  Die	   beobachtete	  Abmagerung	   der	  knockout-­‐Mäuse	   spiegelte	   sich	   auch	   im	   gemessenen	  Körpergewicht	   wieder	   (Abbildung	   4.43A).	   Die	   Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   –	   d.h.	   VillinCre-­‐positiv,	   homozygot	   für	  Csn5-­‐flox	   und	  mit	   Tamoxifen	   behandelt	   –	   verloren	   deutlich	   an	  Gewicht	   bevor	   sie	   schließlich	   verstarben.	  Die	   Cre-­‐negativen	   oder	   nicht	  mit	   Tamoxifen	  behandelten	  Mäuse	  legten	  dagegen	  deutlich	  an	  Gewicht	  zu	  und	  verstarben	  nicht.	  In	  der	  in	  Abbildung	  4.44	  gezeigten	  Überlebensstatistik	  ist	  ersichtlich,	  dass	  die	  Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   8-­‐12	   Tage	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifeninjektion	   verstarben.	   Die	   Kontrolltiere	  lebten	  dagegen	  auch	  50	  Tage	  später	  noch.	  
	  	  
Abbildung	  4.44:	  Überleben	  der	  Csn5-­knockout-­Mäuse.	  15	  Tage	  alte	  Mäuse	  wurden	  an	  5	  aufeinander-­‐folgenden	  Tagen	  mit	  1	  mg	  Tamoxifen	  pro	  Tag	  i.p.	  behandelt.	  Alle	  Tiere	  waren	  homozygot	  für	  das	  gefloxte	  
Csn5-­‐Gen.	   3	   der	  mit	   Tamoxifen	   behandelten	  Tiere	  waren	  VillinCre-­‐positiv,	   1	   Tier	  wurde	  mit	   Tamoxifen	  behandelt	  und	  hatte	  kein	  Cre-­‐Rekombinase-­‐Gen.	  2	  Tiere	  mit	  einem	  Gen	  für	  die	  Cre-­‐Rekombinase	  bekamen	  kein	  Tamoxifen.	  Die	  Tiere	  wurden	  regelmäßig	  beobachtet	  und	  ihr	  Todeszeitpunkt	  festgehalten.	  Die	  Csn5-­
knockout-­‐Mäuse	  (Cre+,	  Csn5flox/flox,	  +Tamoxifen)	  starben	  8-­‐12	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung.	  	  	  Auch	   bei	   der	   Präparation	   der	   Mäuse	   8	   Tage	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung	  zeigten	  sich	  deutliche	  Unterschiede	  zwischen	  Csn5-­knockout-­‐	  und	  Kontrollmäusen.	  Auch	  hier	   wurde	   der	   deutlich	   veränderte	   Stuhl	   der	   knockout-­‐Tiere	   sichtbar.	   Während	   die	  normalen	   Mäuse	   Kotpäckchen	   im	   Kolon	   hatten,	   hatten	   die	   Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   nur	  zähen	  blutigen	  Schleim	  als	  Darminhalt.	  Das	  Darmgewebe	  wirkte	  bei	  den	  Csn5-­‐knockout-­‐Tieren	  deutlich	  brüchiger,	  dünner	  und	  teilweise	  blasser	  als	  bei	  den	  Vergleichsmäusen.	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Abbildung	   4.45:	   Nach	   Csn5-­knockout-­Induktion	   ist	   kein	   Csn5	   mehr	   im	   Darmgewebe.	   Cre+,	  
Csn5	  flox/flox-­‐Mäuse	  wurden	  in	  einem	  Alter	  von	  15	  Tagen	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  8	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifengabe	  wurden	  Proteine	  aus	  dem	  Gewebe	  der	  Mäuse	   isoliert	  und	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  Es	  wurden	  Csn5,	  Aktin	  und	  Tubulin	  detektiert.	  Zusätzlich	  wurden	   die	   Proben	   auf	   ein	  weiteres	   SDS-­‐PAGE-­‐Gel	   aufgetragen	   und	   die	   Proteine	   durch	   das	   Sammelgel	  fokussiert.	  Die	  so	  fokussierten	  Proteine	  wurden	  durch	  eine	  Coomassiefärbung	  sichtbar	  gemacht.	  	  Bei	   der	  Gewebepräparation	  wurden	   auch	  die	  Kolon-­‐	   und	  Dünndarmlängen	  der	  Mäuse	  ermittelt	  (Abbildung	  4.43B+C).	  Es	  schienen	  vor	  allem	  die	  Dickdärme	  der	  Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   im	  Vergleich	   zu	   den	  Dickdärmen	   der	   Cre-­‐negativen	   und	   unbehandelten	  Mäuse	  verkürzt	  zu	  sein.	  Diese	  etwa	  35%ige	  Verkürzung	  könnte	  auf	  eine	  mögliche	  Entzündung	  des	  Kolons	  bei	  den	  Csn5-­‐knockout-­‐Mäusen	  hindeuten.	  	  Aus	   den	   gewonnenen	   Geweben	   wurden	   Proteine	   isoliert,	   um	   zu	   überprüfen,	   ob	   die	  Tamoxifenbehandlung	   tatsächlich	   zu	   einem	   Csn5-­‐knockout	   geführt	   hat	   und	   die	  beobachteten	   Effekte	   wohl	   auf	   das	   Verschwinden	   des	   Csn5-­‐Proteins	   zurückzuführen	  sind.	   Dabei	   wurden	   Proteine	   aus	   Kolon	   und	   verschiedenen	   Dünndarmabschnitten	  isoliert.	   Zur	   Kontrolle	   wurden	   auch	   Proteine	   aus	   Lunge,	   Herz	   und	   Niere	   isoliert	   –	   in	  diesen	  Geweben	  sollte	  es	  keine	  Cre-­‐Rekombinase-­‐Aktivität	  geben.	  	  	  Csn5/Jab1	   konnte	   in	   Herz-­‐,	   Lungen-­‐	   und	   Nierengewebe	   nachgewiesen	   werden	  (Abbildung	   4.45).	   Ebenso	   im	   Kolon,	   wenn	   die	   Mäuse	   keine	   Cre-­‐Rekombinase	   hatten	  oder	   sie	   unbehandelt	   blieben.	  Wurden	  VillinCre-­‐positive	  Mäuse	   jedoch	  mit	   Tamoxifen	  behandelt,	   konnte	   im	  Kolon,	   im	  Duodenum,	   im	   Jejunum	  und	   im	   Ileum	  kein	  Csn5/Jab1	  nachgewiesen	  werden.	   Der	   konditionale	  Csn5-­‐knockout	   hat	   also	   gewebsspezifisch	   und	  tamoxifenabhängig	   stattgefunden.	   Erstaunlicherweise	   ließ	   sich	   trotz	   mehrfacher	  Wiederholung	   der	   Western	   Blot-­‐Analyse	   in	   den	   meisten	   Darmproben	   der	   Csn5-­
knockout-­‐Mäuse	  aber	  auch	  weder	  Aktin	  noch	  Tubulin	  nachweisen.	  Um	  sicher	  zu	  stellen,	  dass	   in	   den	   analysierten	   Darmproben	   überhaupt	   vergleichbare	   Mengen	   an	   Protein	  vorhanden	  war	  und	  der	  beobachtete	  Csn5-­‐knockout	  im	  Western	  Blot	  nicht	  nur	  ein	  Effekt	  von	  fehlendem	  Protein	  ist,	  wurden	  die	  vorhandenen	  Proteine	  in	  den	  Proben	  auf	  andere	  Art	  und	  Weise	  nachgewiesen.	  Die	  Gewebeproteinproben	  wurden	  auf	  ein	  SDS-­‐PAGE-­‐Gel	  aufgetragen	   und	   durch	   das	   Sammelgel	   fokussiert.	   Bevor	   die	   Proteine	   in	   das	   Trenngel	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eintreten	  konnten,	  wurde	  die	  Elektrophorese	  gestoppt.	  Die	  Proteine	  wurden	  dann	  per	  Coomassiefärbung	  sichtbar	  gemacht.	  In	  Abbildung	  4.45	  sieht	  man,	  dass	  in	  allen	  Proben	  Proteine	  vorhanden	  waren.	  Unter	  Umständen	  waren	  die	  Mengen	  an	  Aktin	  und	  Tubulin	  in	  den	  Proben	  aber	  so	  gering,	  dass	  sie	  per	  Western	  Blot	  nicht	  nachweisbar	  waren.	  In	  den	  Geweben	  mit	  Csn5-­knockout	  befand	  sich	  also	  wohl	  insgesamt	  weniger	  Protein	  als	  in	  den	  normalen	  Geweben.	  Die	  geringere	  Gesamtproteinmenge	  allein	  erklärt	  aber	  nicht,	  wieso	  sich	   Aktin	   und	   Tubulin	   im	   Western	   Blot	   nicht	   nachweisen	   lassen.	   Möglicherweise	  könnte	   dies	   ein	   Hinweis	   darauf	   sein,	   dass	   der	   Großteil	   der	   Epithelzellen	   bereits	  abgestorben	  war	  und	  sich	  im	  Mausdarm	  vor	  allem	  noch	  Matrixproteine	  oder	  ähnliches	  befanden.	  	  
4.16.6 Der	  homozygote	  Csn5-­‐knockout	  ist	  auch	  in	  älteren	  Mäusen	  letal	  	  Im	  Rahmen	  des	  Projektes	  sollte	  die	  Rolle	  von	  Csn5	  in	  der	  Tumorentwicklung	  und	  bei	  der	  Kolitis	   untersucht	   werden.	   Da	   der	   Csn5-­knockout	   in	   den	   intestinalen	   Epithelien	   aber	  alleine	   schon	   ungeahnt	   starke	   Effekte	   hatte	   und	   der	   knockout	   vor	   allem	   innerhalb	  weniger	  Tage	  zum	  Tod	  der	  Tiere	  führte,	  gestaltete	  sich	  die	  Beobachtung	  der	  Tiere	  über	  einen	   längeren	   Zeitraum,	   wie	   es	   für	   eine	   Untersuchung	   der	   Tumorentwicklung	   von	  Nöten	  wäre,	   als	   schwierig.	   Deshalb	  wurde	   versucht,	   das	   Protokoll	   der	  Csn5-­‐knockout-­‐Induktion	   so	   zu	   modifizieren,	   dass	   die	   Tiere	   länger	   überleben.	   Da	   die	   bislang	  untersuchten	   Mäuse	   mit	   einem	   Alter	   von	   15	   Tagen	   noch	   im	   Wachstum	   stecken	   und	  Csn5/Jab1	   in	  der	  Entwicklung	  benötigt	  wird	   (Tomoda	  et	  al.,	  2004),	   lag	  es	  nahe,	   ältere	  Mäuse	   mit	   Tamoxifen	   zu	   behandeln	   –	   in	   der	   Hoffnung,	   dass	   diese	   Mäuse	   den	   Csn5-­‐
knockout	   länger	   überleben	  würden.	   Zudem	  wurden	   die	  Mäuse	   nur	   an	   4	   aufeinander-­‐folgenden,	  statt	  an	  5,	  mit	  Tamoxifen	  intraperitoneal	  (i.p.)	  behandelt.	  	  	  Bei	   diesem	   Csn5-­‐knockout-­‐Versuch	   wurden	   13	   Wochen	   alte	   Mäuse	   gemischten	  Geschlechts	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  Sie	  waren	  homozygot	   für	  das	  gefloxte	  Csn5-­‐Gen,	  
VillinCre-­‐positiv	  und	  heterozygot	  für	  die	  Min-­‐Mutation.	  Insgesamt	  kamen	  5	  Mäuse	  zum	  Einsatz:	   3	   der	   Mäuse	   wurden	   i.p.	   mit	   Tamoxifen	   behandelt,	   2	   der	   Tiere	   bekamen	  Sonnenblumenöl	   als	   Kontrolle	   gespritzt.	   Die	   Mäuse	   wurden	   wie	   oben	   engmaschig	  beobachtet.	  	  	  In	   Abbildung	   4.46	   sind	   das	   Körpergewicht	   der	   Mäuse	   und	   eine	   Überlebensstatistik	  gezeigt.	   In	  Teil	   A	   der	  Abbildung	  wird	   deutlich,	   dass	   die	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse,	   d.h.	   die	  mit	   Tamoxifen	   behandelten,	   nach	   Induktion	   des	  knockouts	   zügig	   an	  Gewicht	   verloren.	  Die	   mit	   Öl	   behandelten	   Mäuse	   hielten	   ihr	   Gewicht	   dagegen	   über	   den	   Beobachtungs-­‐zeitraum.	   Die	   Csn5-­‐knockout-­‐Mäuse	   verstarben	   spätestens	   9	   Tage	   nach	   der	   ersten	  Tamoxifeninjektion	   (Abbildung	   4.46B).	   Die	   mit	   Öl	   behandelten	   Mäuse	   überlebten	  hingegen	  deutlich	  länger	  –	  vermutlich	  dauerhaft	  –,	  d.h.	  noch	  mindestens	  2	  Wochen	  über	  den	  gezeigten	  Zeitraum	  hinaus.	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Abbildung	  4.46:	  Der	  intestinale	  Csn5-­knockout	  ist	  auch	  in	  älteren	  Tieren	  letal.	  13	  Wochen	  alte	  Mäuse	  (Cre+,	  Csn5flox/flox,	  Min/+)	  wurden	  an	  4	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  bzw.	  Öl	  behandelt.	  Die	  Mäuse	  wurden	  täglich	  gewogen	  und	  beobachtet.	  A	  Relatives	  Körpergewicht	  der	  Mäuse.	  Die	  mit	  Tamoxifen	  behandelten	  Mäuse	  verloren	   stark	  an	  Gewicht.	  B	  Überleben	  der	  Mäuse.	  Die	  mit	  Tamoxifen	  behandelten	  Mäuse	  verstarben	  spätestens	  9	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifeninjektion.	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Alle	   untersuchten	   Mäuse	   hatten	   positive	   Hämokulttests,	   d.h.	   sie	   hatten	   über	   den	  gesamten	  untersuchten	  Zeitraum	  Blut	   im	  Stuhl.	  Dieses	  okkulte	  Blut	  sollte	  auf	  die	  Min-­‐Mutation	   der	   Tiere	   zurückzuführen	   sein.	   Das	   Fell	   der	   Tiere	   war	   anfangs	   aber	   nicht	  struppig	  und	  sie	  verhielten	  sich	  normal.	  Etwa	  eine	  Woche	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifen-­‐behandlung	  ging	  es	  den	   tamoxifenbehandelten	  Tieren	  aber	  deutlich	  schlechter	  als	  den	  Kontrolltieren,	  d.h	  sie	  hatten	  struppiges	  Fell	  und	  kauerten	  in	  einer	  Käfigecke.	  Auch	  ein	  späterer	   Induktionszeitpunkt	   führte	  also	  nicht	  zu	  einem	   längeren	  Überleben	  der	  Csn5-­
knockout-­‐Tiere	  oder	  zu	  milderen	  Symptomen	  des	  knockouts.	  	  
4.16.7 Auch	  ein	  heterozygoter	  intestinaler	  Csn5-­‐knockout	  ist	  letal	  In	  den	  vorangehenden	  Abschnitten	  wurde	  gezeigt,	  dass	  der	  homozygote	  Csn5-­‐knockout	  innerhalb	  weniger	  Tage	  zum	  Tod	  der	  Mäuse	  führt.	  Da	  sich	  in	  diesem	  kurzlebigen	  System	  aber	  nur	  schwer	  eine	  Rolle	  des	  Csn5	  in	  der	  Kolitis	  oder	  der	  Tumorentwicklung	  im	  Darm	  untersuchen	   lässt,	   sollte	   nun	   ein	   50%iger	   Csn5-­knockout	   im	   Darmepithel	   versucht	  werden.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  4.47:	  Körpergewicht	  der	  Mäuse	  bei	  50%igem	  Csn5-­knockout	  im	  intestinalen	  Epithel.	  14	  Tage	  alte	  Mäuse	  (Cre+,	  Csn5+/flox)	  wurden	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  Die	  Mäuse	   wurden	   täglich	   gewogen	   und	   beobachtet.	   Die	   Mäuse	   mit	   einem	   50%igen	   Csn5-­knockout	   im	  intestinalen	  Epithel	  verloren	  schnell	  an	  Gewicht.	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Dazu	  wurden	  2	  Männchen	  des	  Genotyps	  VillinCre+	  und	  Csn5+/flox	  im	  Alter	  von	  14	  Tagen	  an	  fünf	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  Die	  Mäuse	  haben	  also	  ein	  Wildtypallel	  und	  ein	  Allel	  des	  Csn5-­‐Gens,	  das	  mit	  loxP-­‐Stellen	  versehen	  ist.	  Wird	  die	  Cre-­‐Rekombinase	  aktiv,	  sollten	  also	  bei	  einem	  Allel	  Teile	  des	  Csn5-­‐Gens	  entfernt	  werden.	  Bei	  dem	  anderen	  Csn5-­‐Allel	  ohne	   loxP-­‐Sequenzen	  sollte	  das	  Gen	   jedoch	   intakt	  bleiben	  und	  weiterhin	  eine	  Csn5-­‐Proteinexpression	  ermöglichen.	  Auf	  diese	  Weise	  sollte	  ein	  50%iger	  
Csn5-­knockout	   im	   Darmepithel	   möglich	   sein.	   Um	   sicher	   zu	   stellen,	   dass	   Tamoxifen	  alleine	   keinen	   Effekt	   hat,	  wurde	   1	  Männchen	  mit	   Tamoxifen	   behandelt,	   das	   zwar	  wie	  seine	  Geschwister	  heterozygot	   für	   gefloxtes	  Csn5	  war,	   aber	   kein	  Gen	   für	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  trug.	  	  	  Um	   einen	   weiteren	   Vergleich	   zu	   haben,	   wurden	   auch	   unbehandelte	   Geschwister	  beobachtet	  und	  gewogen.	  Die	  Mäuse	  wurden	  engmaschig	  beobachtet.	  	  	  Wie	   in	   Abbildung	   4.47	   und	   Abbildung	   4.48	   zu	   sehen,	   verloren	   die	   Mäuse	   mit	   dem	  50%igen	  Csn5-­knockout	  nach	  einigen	  Tagen	  deutlich	  an	  Gewicht	  und	  starben	  5-­‐7	  Tage	  nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung.	   Die	   knockout-­‐Mäuse	   bekamen	   nach	   einigen	  Tagen	   Durchfall,	   hatten	   struppiges	   Fell	   und	   wirkten	   krank	   und	   abgemagert.	   Alle	  Kontrolltiere	  blieben	  hingegen	  unauffällig.	  	  Anscheinend	   macht	   es	   für	   die	   Mäuse	   wenig	   Unterschied,	   ob	   der	   Csn5-­knockout	   im	  Darmepithel	  homozygot	  oder	  heterozygot	   ist.	  Das	  Fehlen	  des	  Csn5-­‐Proteins	  macht	  die	  Tiere	   ernsthaft	   krank	   und	   führt	   innerhalb	   weniger	   Tage	   zum	   Tod.	   Csn5	   scheint	   im	  Darmepithel	  also	  eine	  absolut	  essentielle	  Rolle	  zu	  spielen.	  
	  	   	  
Abbildung	   4.48:	   Ein	   heterozygoter	   intestinaler	   Csn5-­knockout	   ist	   letal.	   14	   Tage	   alte	   Mäuse	   (Cre+,	  
Csn5+/flox)	   wurden	   an	   5	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   mit	   Tamoxifen	   behandelt.	   Die	   Mäuse	   mit	   einem	  50%igen	  Csn5-­knockout	  im	  intestinalen	  Epithel	  verstarben	  5-­‐7	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifengabe.	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4.16.8 Der	  Csn5-­‐knockout	  führt	  zu	  massiven	  histologischen	  Veränderungen	  im	  
Kolonepithel	  Offensichtlich	   hat	   ein	   Csn5-­‐knockout	   im	   Darmepithel	   einen	   starken	   Effekt	   auf	   das	  Überleben	  der	  Mäuse.	  Bislang	  ist	  aber	  völlig	  unklar,	  welcher	  Mechanismus	  den	  starken	  Effekten	  zugrunde	  liegt.	  Deshalb	  wurde	  an	  dieser	  Stelle	  Kolongewebe	  zu	  verschiedenen	  Zeitpunkten	  nach	  der	  Tamoxifeninjektion	  histologisch	  analysiert.	  	  Bei	  diesem	  Versuch	  kamen	   insgesamt	  19	  Mäuse	  gemischten	  Geschlechts	  des	  Genotyps	  
VillinCre-­‐positiv	  und	  homozygot	  für	  das	  gefloxte	  Csn5-­‐Gen	  zum	  Einsatz.	  Die	  Tiere	  waren	  8-­‐12	  Wochen	   alt.	   Ein	  Teil	   der	  Mäuse	  wurde	   an	  5	   aufeinanderfolgenden	  Tagen	   i.p.	  mit	  Tamoxifen	   behandelt,	   um	   den	   intestinalen	   Csn5-­‐knockout	   zu	   induzieren.	   Eine	  Kontrollgruppe	   wurde	   mit	   Sonnenblumenöl	   behandelt.	   2,	   4,	   6	   und	   9	   Tage	   nach	   der	  ersten	  Tamoxifen-­‐/Ölinjektion	  wurden	  Gewebeproben	  genommen.	  Zu	   jedem	  Zeitpunkt	  wurden	   3	   tamoxifenbehandelte	  Mäuse	   und	   1	  mit	   Öl	   behandelte	  Maus	   angeschaut.	   An	  Tag	  9	  wurden	  Proben	  von	  4	  tamoxifenbehandelten	  Mäusen	  genommen.	  Von	  2	  Mäusen	  wurden	  Proben	  ohne	  jegliche	  Behandlung	  genommen	  (Tag	  0).	  	  
	  	  
Abbildung	   4.49:	   Körpergewicht	   nach	   Tamoxifenbehandlung	   der	   nach	   9	   Tagen	   histologisch	  
analysierten	  Mäuse.	  8-­‐12	  Wochen	  alte	  Mäuse	  (VillinCre+,	  Csn5flox/flox)	  wurden	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  behandelt.	  4	  Mäuse	  wurden	  mit	  Tamoxifen	  behandelt,	  1	  Maus	  mit	  Sonnenblumenöl	  als	  Kontrolle.	  Die	  Mäuse	  wurden	  täglich	  gewogen	  und	  9	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifengabe	  wurde	  ihr	  Gewebe	  histologisch	  analysiert.	  Gezeigt	  ist	  hier	  das	  relative	  Körpergewicht	  der	  einzelnen	  Mäuse.	  Die	  mit	  Tamoxifen	  behandelten	  Mäuse	  verloren	  deutlich	  an	  Gewicht.	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Abbildung	   4.50:	   HE-­gefärbtes	   Kolon	   der	   Csn5-­knockout-­Mäuse.	   8-­‐12	   Wochen	   alte	   Mäuse	   (Cre+,	  
Csn5flox/flox)	  wurden	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	  bzw.	  Öl	  behandelt.	  0,	  2,	  4,	  6	  und	  9	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung	  wurde	  ihr	  Kolongewebe	  histologisch	  analysiert.	  Das	  Gewebe	  wurde	   mit	   Methacan	   fixiert,	   in	   Paraffin	   eingebettet,	   geschnitten	   und	   HE-­‐gefärbt.	   A	   Tag	   0	   (keine	  Tamoxifenbehandlung),	  B	  Tag	  2,	  C	  Tag	  4,	  D	  Tag	  6,	  E	  Tag	  9	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifengabe.	  	  Nach	  dem	  Einschläfern	  der	  Tiere	  wurde	  ihnen	  Kolon,	  Duodenum,	  Jejunum,	  Ileum,	  Leber	  und	   Milz	   entnommen.	   Das	   Gewebe	   wurde	   Formalin-­‐	   und	   Methacan-­‐fixiert	   und	   in	  Paraffin	  eingebettet.	  Parallel	  wurde	  ein	  Teil	  des	  Gewebes	   für	  Kryoschnitte	  vorbereitet.	  Mit	   diesen	   konservierten	   Geweben	   kann	   später	   eine	   Immunhistochemie,	   z.B.	   gegen	  Csn5,	  gemacht	  werden.	  Hier	  wurde	  aber	  zunächst	  eine	  HE-­‐Färbung	  der	  Formalin-­‐	  und	  Methacan-­‐fixierten	   Gewebe	   gemacht,	   um	   strukturelle	   Veränderungen	   der	   Gewebe	  beurteilen	  zu	  können.	  	  Auch	  bei	  diesem	  Csn5-­‐knockout	  bestätigten	  sich	  die	  Beobachtungen	  der	  vorhergehenden	  Versuche.	   Bis	   zum	   sechsten	   Tag	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung	   ließen	   sich	  makroskopisch	   keine	   Unterschiede	   zwischen	   tamoxifen-­‐	   und	   ölbehandelten	   Mäusen	  erkennen.	   Am	   neunten	   Tag	   nach	   der	   ersten	   Behandlung	   wirkten	   die	  tamoxifenbehandelten	   Tiere	   dann	   krank,	   d.h.	   sie	   hatten	   struppiges	   Fell	   und	   wirkten	  abgemagert.	  Das	  spiegelte	  sich	  auch	  im	  Körpergewicht	  wieder	  (Abbildung	  4.49).	  	  Auch	   bei	   der	   Gewebepräparation	   ließen	   sich	   makroskopisch	   deutliche	   Unterschiede	  zwischen	  Csn5-­‐knockout-­‐	  und	  Kontrollmäusen	  feststellen.	  Während	  es	  bis	  zum	  sechsten	  Tag	  einschließlich	  keine	  augenscheinlichen	  Auffälligkeiten	  gab,	  waren	  die	  Unterschiede	  an	   Tag	   9	   doch	   recht	   deutlich.	   Die	   Därme	   der	   knockout-­‐Mäuse	   waren	   mit	   Gas	   und	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Flüssigkeit	  gefüllt.	  Kolon	  und	  Dünndarm	  waren	  teilweise	  erheblich	  verkürzt	  (bis	  zu	  30%	  kürzer	   als	   bei	   ölbehandelten	   Mäusen).	   Das	   Darmgewebe	   war	   in	   seiner	   Konsistenz	  verändert,	   d.h.	  weniger	   fest	   als	   normal,	   und	  wirkte	   teilweise	  weißlich.	  Auch	  der	   Stuhl	  hatte	  eine	  deutlich	  weichere	  Konsistenz	  als	  normal	  und	  war	  zum	  Teil	  durchfallartig.	  	  Bei	   der	   histologischen	   Untersuchung	   von	   Methacan-­‐fixiertem	   Kolongewebe	   wurde	  deutlich,	   dass	   der	   Csn5-­knockout	   auch	   die	   Gewebestruktur	   erheblich	   beeinflusst	  (Abbildung	  4.50).	   2	   und	  4	  Tage	  nach	  Beginn	  der	   Induktion	  des	  Csn5-­knockouts	   ließen	  sich	   keine	   Unterschiede	   in	   der	   Gewebestruktur	   durch	   die	   Tamoxifen-­‐	   oder	   Öl-­‐Behandlung	   im	   Vergleich	   zu	   unbehandelten	  Mäusen	   erkennen.	   6	   Tage	   nach	   Start	   der	  Tamoxifenbehandlung	   zeigten	   sich	   erste	   histologische	   Unterschiede	   durch	   den	   Csn5-­
knockout	   (Abbildung	   4.50D).	   Im	   Längsschnitt	   der	   Krypten	   zeigten	   sich	   vor	   allem	   im	  Kryptengrund	   größere	   weiße	   –	   vermutlich	   zellfreie	   –	   Stellen	   nach	   Tamoxifen-­‐behandlung.	   Im	   Querschnitt	   der	   Krypten	   wirkten	   die	   Lumen	   der	   Krypten	   teilweise	  deutlich	   vergrößert.	   Das	   Kolongewebe	   der	   ölbehandelten	   Mäuse	   wirkte	   hingegen	  vergleichbar	   mit	   dem	   der	   vorherigen	   Tage.	   9	   Tage	   nach	   Beginn	   der	   Tamoxifen-­‐behandlung	  wirkten	  die	  an	  Tag	  6	  beschriebenen	  Veränderungen	  noch	  deutlich	  verstärkt	  (Abbildung	   4.50E).	   Das	   Kolongewebe	   der	   tamoxifenbehandelten	   Mäuse	   wirkte	  durchlöchert	  und	  unstrukturiert.	  Die	  Epithelschicht	  der	  Krypten	  schien	  verschwunden	  bzw.	   deutlich	   reduziert	   zu	   sein.	   Das	   Gewebe	   der	   ölbehandelten	  Maus	  wirkte	   dagegen	  normal.	  	  Diese	  Studie	  macht	  deutlich,	  dass	  der	  Csn5-­knockout	  zu	  einer	  massiven	  Veränderung	  der	  Gewebestruktur	   führt	   und	   die	   Epithelschicht	   im	   Darm	   durch	   das	   fehlende	   Csn5	  verschwindet	  bzw.	  stark	  reduziert	  wird.	  	  
4.17 Zucht	  der	  konditionalen	  Csn5–/–-­‐Maus	  in	  den	  ApcMin/+-­‐Hintergrund	  Nach	   erfolgreicher	   Zucht	   der	   konditionalen	   Csn5–/–-­‐Maus,	   sollte	   sie	   im	   Rahmen	   des	  Projektes	   in	   den	  ApcMin/+-­‐Hintergrund	   gezüchtet	   werden,	   um	   eine	  mögliche	   Rolle	   des	  Csn5/Jab1	  bei	  der	  kolorektalen	  Tumorgenese	  untersuchen	  zu	  können.	  	  	  Es	  wurden	  VillinCre-­‐positive	  und	   für	  das	  gefloxte	  Csn5-­‐Gen	  homozygote	  Weibchen	  mit	  Männchen	   der	   ApcMin/+-­‐Linie	   verpaart.	   Es	   gelang	   eine	   stabile	   Zucht	   der	   Mäuse	  aufzubauen,	   auch	  wenn	   die	   Zucht	   aufgrund	   der	  Min-­‐Mutation,	  wie	   schon	   in	  Abschnitt	  4.15.1	   beschrieben,	   schwierig	   war.	   Nur	   wenige	   Männchen	   mit	   Min-­‐Mutation	   sind	  fruchtbar,	  die	  Zahl	  der	  Nachkommen	  ist	  klein	  und	  die	  Tiere	  werden	  recht	  schnell	  krank	  und	  versterben.	  	  Ursprünglich	   war	   geplant,	   auch	   in	   dieser	   Mauslinie	   den	   Csn5-­‐knockout	   mittels	  Tamoxifen	  zu	   induzieren	  und	  die	  Mäuse	  über	  einen	   längeren	  Zeitraum	  zu	  beobachten,	  um	   zu	   sehen,	   ob	   und	   wie	   sich	   die	   Tumorentwicklung	   in	   den	   Mäusen	   ohne	   Csn5	   im	  Vergleich	   zu	   normalen	   ApcMin/+-­‐Mäusen	   verändert.	   Da	   die	   Beobachtung	   der	   Tumor-­‐entwicklung	   normalerweise	   über	   einen	   Zeitraum	   von	   60-­‐120	   Tagen	   läuft,	   die	  konditionalen	   Csn5-­knockout-­‐Mäuse	   aber	   bereits	   nach	   spätestens	   12	   Tagen	   nach	   der	  ersten	  Tamoxifeninjektion	  verstarben,	  konnte	  mit	  Hilfe	  dieser	  Mauslinie	  bislang	   leider	  keine	  Tumorentwicklung	  mit	  und	  ohne	  Csn5	  verfolgt	  werden.	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4.18 Csn5-­‐Mif-­‐Doppel-­‐knockout	  in	  Mäusen	  CSN5/JAB1	   und	   MIF	   wurden	   durch	   Kleemann	   et	   al.	   als	   intrazelluläre	   Interaktions-­‐partner	  beschrieben	  (Kleemann	  et	  al.,	  2000).	  Es	  ist	  aber	  nicht	  klar,	  welche	  Rolle	  genau	  die	   beiden	   Proteine	   im	   Darm	   spielen	   und	   ob	   sie	   vielleicht	   zusammen	   tumorigene	  Prozesse	  im	  Kolon	  beeinflussen.	  Um	  das	  Zusammenspiel	  der	  beiden	  Moleküle	  Csn5	  und	  Mif	   besser	   untersuchen	   zu	   können,	   wurde	   eine	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	  gezüchtet.	  	  	  	  
	  	  
Abbildung	   4.51:	   Schematische	   Darstellung	   der	   Zucht	   der	   Csn5-­Mif-­Doppel-­knockout-­Maus.	   Die	  Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	  wurden	  aus	  den	  bereits	  vorhandenen	  konditionalen	  Csn5-­‐knockout-­‐Mäusen,	  die	  positiv	  für	  das	  Gen	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  sind	  und	  gefloxte	  Csn5-­‐Gene	  haben,	  und	  Mäusen	  mit	  einem	   totalen	  Mif-­knockout	   gezüchtet.	   In	   den	  Nachkommen	   sollte	   ein	  Mif-­knockout	   zu	   jedem	   Zeitpunkt	  und	  in	   jedem	  Gewebe	  zu	  finden	  sein.	  Ohne	  Tamoxifenbehandlung	  der	  Mäuse	  sollte	  es	   im	  ganzen	  Körper	  funktionales	   Csn5-­‐Protein	   in	   physiologischen	   Konzentrationen	   geben.	   Nach	   Tamoxifenbehandlung	   der	  Mäuse	  sollte	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  aktiv	  werden	  und	  Teile	  des	  gefloxten	  Csn5-­‐Gens	  entfernen.	  Dann	  sollte	  es	  in	  den	  intestinalen	  Epithelien	  kein	  funktionales	  Csn5-­‐Protein	  mehr	  geben.	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4.18.1 Zucht	  und	  Genotypisierung	  von	  Csn5-­‐Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Mäusen	  Zur	   Generierung	   der	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	   wurde	   die	   bereits	   gezüchtete	  konditionale	   Csn5–/–-­‐Maus,	   mit	   einem	   tamoxifeninduzierbaren	   Csn5-­‐knockout	   im	  Darmepithel,	  mit	  einer	  Mif-­‐knockout-­‐Mauslinie	  gekreuzt.	  Die	  Züchtungsstrategie	  und	  die	  zu	   erwartende	   Maus	   sind	   in	   Abbildung	   4.51	   schematisch	   dargestellt.	   In	   den	  Nachkommen	  dieser	  Zucht	  ist	  zu	  jedem	  Zeitpunkt	  und	  in	  jedem	  Gewebe	  ein	  Fehlen	  des	  Mif-­‐Proteins	   zu	   erwarten.	   Der	   Csn5-­knockout	   sollte	   in	   den	   Tieren	   aber	   nur	   im	  intestinalen	  Epithel	  und	  nach	  Tamoxifengabe	  auftreten.	  	  Die	  Mif	  –/–-­‐Maus	  wurde	  ursprünglich	  von	  G.	  Fingerle	  et	  al.	  generiert	  (Fingerle-­‐Rowson	  et	  al.,	   2003).	   Die	   Maus	   wurde	   von	   uns	   bereits	   für	   andere	   Projekte	   gezüchtet	   und	  genotypisiert,	  sodass	  die	  PCR	  zum	  Nachweis	  des	  Mif-­‐knockouts	  nicht	  vollkommen	  neu	  in	  unserem	   Labor	   etabliert	   werden	   musste.	   In	   Abbildung	   4.52	   ist	   beispielhaft	   ein	  Agarosegel	  mit	  PCR-­‐Produkten	  einer	  Mif-­‐knockout-­‐PCR	  gezeigt.	  Zur	  Genotypisierung	  der	  Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	   mussten	   immer	   drei	   verschiedene	   Genotypisierungs-­‐PCRs	  durchgeführt	  werden:	  Zum	  einen	  die	  gerade	  genannte	  Mif-­knockout-­‐PCR.	  Zum	  anderen	  die	   in	   Abschnitt	   4.16	   beschriebene	   VillinCre-­‐PCR	   zum	   Nachweis	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  und	  die	  Csn5/Jab1-­‐flox-­‐PCR	  zum	  Nachweis	  von	  gefloxten	  Csn5-­‐Genen.	  	  Die	  Nachkommen	  der	  Kreuzung	  der	  konditionalen	  Csn5–/–-­‐Maus	  (VillinCre+,	  Csn5flox/flox)	  und	   der	   Mif	  –/–-­‐Mäuse	   züchteten	   gut	   und	   zeigten	   ohne	   weitere	   Behandlung	   keinen	  auffälligen	   Phänotyp.	   Mit	   Abschluss	   dieser	   Arbeit	   kann	   auch	   die	   Zucht	   der	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	  als	  abgeschlossen	  angesehen	  werden.	  	  	  	  
	  
Abbildung	   4.52:	   Genotypisierung	   von	   Mif	  –/–-­Mäusen	   via	   Mif-­knockout-­PCR.	   Zur	   Genotypisierung	  wurde	   DNA	   aus	  Mäuseschwänzen	   isoliert	   und	   in	   einer	  Mif-­knockout-­‐PCR	   eingesetzt.	   Die	   PCR-­‐Produkte	  wurden	   per	   Gelelektrophorese	   in	   einem	   Agarosegel	   aufgetrennt	   und	   mit	   Ethidiumbromid	   sichtbar	  gemacht.	  Gezeigt	   ist	  ein	   repräsentatives	  Agarosegel	  mit	  den	  PCR-­‐Produkten	  einer	  Mif-­knockout-­‐PCR	  mit	  Genotypisierung	  von	  Wildtypmäusen	  (+/+),	  Mäusen	  heterozygot	  für	  den	  Mif-­knockout	  (+/-­‐)	  und	  Mäusen	  homozygot	  für	  den	  Mif-­knockout	  (-­‐/-­‐).	  Das	  Wildtyp-­‐PCR-­‐Produkt	  hat	  eine	  Größe	  von	  gut	  500	  bp,	  das	  PCR-­‐Produkt	  bei	  Mif-­knockout	  hat	  eine	  Größe	  von	  400	  bp.	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4.18.2 Der	  Mif-­‐knockout	  hebt	  den	  Effekt	  des	  Csn5-­‐knockouts	  im	  Darm	  auf	  In	  den	  bislang	  gezeigten	  in	  vivo-­‐Daten	  wurde	  deutlich,	  dass	  sowohl	  der	  homozygote	  als	  auch	  der	  heterozygote	  Csn5-­‐knockout	  im	  Darmepithel	  innerhalb	  weniger	  Tage	  zum	  Tod	  der	   Mäuse	   führt.	   Bei	   den	   Doppel-­‐knockout-­‐Mäusen	   sollte	   deswegen	   erstmal	   getestet	  werden,	  welchen	  Effekt	  ein	  heterozygoter	  Csn5-­knockout	  im	  Darm	  hat,	  wenn	  die	  Mäuse	  nun	   zusätzlich	   einen	  Mif	  –/–-­‐Hintergrund	   haben.	   Dazu	   wurden	   3	   Männchen	   (Genotyp:	  
VillinCre+,	  Csn5+/–,	  Mif	  –/–)	  im	  Alter	  von	  6	  Wochen	  an	  5	  aufeinanderfolgenden	  Tagen	  mit	  Tamoxifen	   behandelt,	   um	   den	   Csn5-­‐knockout	   zu	   induzieren.	   Dann	   wurden	   die	   Mäuse	  engmaschig	  beobachtet.	  Die	  Mäuse	  wurden	  regelmäßig	  gewogen	  und	  die	  Mäuse	  wurden	  bezüglich	   verändertem	   Verhalten	   oder	   verändertem	   Aussehen	   beobachtet.	   Zusätzlich	  wurden	  regelmäßig	  Stuhlproben	  der	  Tiere	  auf	  okkultes	  Blut	  untersucht.	  	  
	  	  
Abbildung	   4.53:	   Körpergewicht	   der	   Csn5-­Mif-­Doppel-­knockout-­Mäuse.	   Bei	   drei	   6	   Wochen	   alten	  Männchen	   (Mif	  –/–,	   VillinCre+,	   Csn5+/flox)	   wurde	   der	   Csn5-­knockout	   in	   den	   intestinalen	   Epithelien	   per	  Tamoxifen	   induziert.	   Die	   Tiere	   wurden	   regelmäßig	   beobachtet	   und	   gewogen.	   Gezeigt	   ist	   hier	   das	  Körpergewicht	  der	  Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	  ab	  der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung.	  Zum	  Vergleich	  wurden	  drei	  Männchen	  aus	  dem	  gleichen	  Wurf	  gewogen,	  die	  nicht	  mit	  Tamoxifen	  behandelt	  wurden.	  	  Zur	  Überraschung	   führte	  die	  Tamoxifenbehandlung	  nicht	   innerhalb	  weniger	  Tage	  zum	  Tod	  der	  Tiere.	  Mit	  Abschluss	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  lebten	  die	  Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	  bereits	   180	   Tage	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifenbehandlung	   weiter	   und	   legten	  kontinuierlich	  an	  Gewicht	  zu	  (Abbildung	  4.53).	  Da	  die	  Tiere	  überdurchschnittlich	  groß	  und	  schwer	  erschienen,	  wurden	  zum	  Vergleich	  3	  Brüder	  der	  Doppel-­‐knockout-­‐Tiere	  als	  Vergleich	  gewogen	  und	  beobachtet.	  Okkultes	  Blut	  konnte	  bislang	  nur	  vereinzelt	   in	  den	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Stuhlproben	   nachgewiesen	   werden.	   Der	   Stuhl	   der	   Tiere	   zeigte	   bisher	   auch	   keine	  Auffälligkeiten	  bezüglich	  Konsistenz	  oder	  Farbe.	  Die	  Hoden	  der	  Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	  schienen	   gegenüber	   den	   Kontrollmäusen	   deutlich	   vergrößert.	   Gut	   2	  Monate	   nach	   der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung	  fiel	  auf,	  dass	  alle	  3	  Mäuse	  –	  im	  Gegensatz	  zu	  den	  Kontroll-­‐mäusen	  –	  1-­‐2	  Tumore	  am	  Bauch	  oberhalb	  der	  Genitalien	  aufwiesen.	  	  	  

	  
5 Diskussion	  	  	  CSN5/JAB1	   ist	   die	   fünfte	   Untereinheit	   des	   COP9-­‐Signalosoms	   und	   ist	   in	   diversen	  Tumorentitäten	  wie	  Brust-­‐	  oder	  Bauchspeicheldrüsenkrebs	  überexprimiert.	  Bislang	   ist	  nur	  wenig	   über	   seine	   Funktionen	   in	   Darmzellen	   und	   seine	   Rolle	   bei	   der	   kolorektalen	  Tumorgenese	  bekannt.	  In	  dieser	  Arbeit	  sollte	  untersucht	  werden,	  welche	  intrazellulären	  Funktionen	  CSN5	  in	  Kolorektalkrebszellen	  hat,	  insbesondere	  ob	  CSN5	  einen	  Einfluss	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  hat.	  Zudem	  sollte	  eine	  konditionale	  Csn5-­knockout-­‐Maus	  gezüchtet	  werden,	  um	   in	   vivo	   Csn5-­‐Effekte	  auf	  die	   intestinale	  Entzündung	  und	  die	  Tumorgenese	  untersuchen	   zu	   können.	  MIF	   ist	   ein	   intrazellulärer	   Interaktionspartner	   von	   CSN5	   und	  bekannt	  als	  pleiotroper	  inflammatorischer	  Mediator.	  MIF	  ist	  im	  Kolorektalkarzinom	  und	  anderen	  Tumorentitäten	  überexprimiert	  und	  könnte	  im	  Zusammenspiel	  mit	  CSN5	  eine	  wichtige	  Verbindung	  von	  chronischer	  Darmentzündung	  zu	  Kolorektalkrebs	  darstellen.	  	  
5.1 Einfluss	  von	  CSN5/JAB1	  auf	  verschiedene	  Proteine	  in	  CRC-­‐Zellen	  Im	   ersten	   Teil	   der	   Arbeit	   wurde	   versucht	   die	   CSN5/JAB1-­‐Funktionen	   in	   Kolorektal-­‐krebszellen	   zu	   untersuchen,	   um	   zu	   verstehen,	   ob	   und	   wie	   CSN5	   an	   der	   kolorektalen	  Tumorgenese	  beteiligt	  sein	  könnte.	  Der	  erste	  Schritt	  für	  eine	  erfolgreiche	  in	  vitro-­‐Studie	  war	  die	  Etablierung	  eines	  CSN5-­‐knockdown-­‐Protokolls	   in	  den	  verschiedenen	  Zelllinien,	  um	   die	   CSN5-­‐Level	   zuverlässig	   zu	   reduzieren	   und	   so	   die	   Effekte	   von	   CSN5/JAB1	   auf	  verschiedene	  andere	  Moleküle	  in	  der	  Zelle	  untersuchen	  zu	  können.	  	  Für	   SW480-­‐,	   HT29-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen	   wurden	   verschiedene	   siRNA-­‐Transfektions-­‐protokolle	  getestet.	  Eine	  Transfektion	  mit	  100	  pmol	  siRNA	  und	  einer	  Transfektionszeit	  von	  96	  h	  konnte	  die	  CSN5-­‐Level	  in	  allen	  Zelllinien	  am	  effektivsten	  reduzieren.	  HCT116-­‐Zellen	  wurden	  mit	  100	  pmol	  siRNA	  für	  72	  h	  transfiziert.	  	  	  In	   SW480-­‐Zellen	   gelang	   es,	   die	   CSN5-­‐Level	   um	   bis	   zu	   60%	   zu	   reduzieren,	   in	   allen	  anderen	  untersuchten	  Zellen	  wurde	  eine	  derart	  starke	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  nicht	  erreicht.	   Für	   andere	   Proteine	   sind	   mit	   einer	   siRNA-­‐Transfektion	   knockdown-­‐Raten	  zwischen	   80-­‐90%	   beschrieben.	   In	   Zukunft	   könnte	   man	   daher	   weiter	   versuchen,	   das	  Transfektionsprotokoll	   zu	   optimieren,	   eventuell	   auch	   mit	   anderen	   siRNA-­‐Sequenzen	  oder	  mit	   zusätzlichen	   siRNA-­‐Sequenzen	   in	  Kombination	  mit	   den	   bislang	   verwendeten	  siRNAs.	  Es	  dürfte	  aber	  schwierig	  werden,	  die	  CSN5-­‐Level	  weiter	  zu	   reduzieren,	  da	  die	  Zellen	  anscheinend	  eine	  gewisse	  Menge	  CSN5/JAB1	  zum	  Überleben	  benötigen	  und	   sie	  bei	   zu	   geringen	   CSN5-­‐Konzentrationen	   sterben	   oder	   nur	   minimal	   proliferieren.	  Beispiele	  hierfür	  sind	  die	  von	  Tomoda	  et	  al.	  beschriebene	  Csn5-­knockout-­‐Maus,	  die	  nicht	  lebensfähig	   ist,	   und	   Jab1+/–-­‐MEFs,	   die	   nur	   sehr	   mäßig	   proliferieren	   (Tomoda	   et	   al.,	  2004).	   Die	   hier	   erzielten	   CSN5-­knockdown-­‐Raten	   von	   bis	   zu	   60%	   sind	   daher	   im	  Vergleich	  als	  gut	  zu	  bewerten.	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5.1.1 CSN5	  stabilisiert	  das	  COP9-­‐Signalosom	  Nach	   Etablierung	   eines	   zuverlässigen	   CSN5-­knockdown-­‐Protokolls	   in	   verschiedenen	  Kolorektalkrebszellen	   wurde	   untersucht,	   welchen	   Effekt	   reduzierte	   CSN5/JAB1-­‐Level	  auf	   die	   Level	   der	   anderen	   CSN-­‐Untereinheiten	   und	   somit	   auf	   das	   gesamte	   COP9-­‐Signalosom	   haben.	   Die	   CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Level	   wurden	   beispielhaft	   für	   verschiedene	  CSN-­‐Subkomplexe	  untersucht,	  denn	  CSN5	  existiert	  in	  einer	  freien	  Form,	  in	  einem	  Mini-­‐CSN-­‐Komplex	  (CSN4,	  CSN5,	  CSN6,	  CSN7	  und	  CSN8)	  und	  im	  gesamten	  CSN-­‐Komplex	  mit	  acht	  Untereinheiten	  (Tomoda	  et	  al.,	  2002).	  	  In	   SW480-­‐Zellen	   konnte	   nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   eine	   sehr	   signifikante	  Reduktion	   der	   CSN8-­‐Level	   nachgewiesen	   werden	   (~50%	   Reduktion).	   Auch	   die	   CSN1-­‐Level	  wurden	   durch	   den	  CSN5-­knockdown	   signifikant	   reduziert	   (~35%	  Reduktion).	   In	  HT29-­‐,	   CaCo2-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   zeigten	   sich	   tendenziell	   die	   gleichen	   Effekte	  des	   CSN5-­‐knockdowns	   auf	   die	   CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Level,	   auch	   wenn	   die	   Effekte	   wohl	  aufgrund	   der	   geringeren	   CSN5-­‐knockdown-­‐Raten	   weniger	   deutlich,	   und	   meist	   nicht	  signifikant,	  ausfielen	  (7-­‐10%	  Reduktion	  der	  CSN1-­‐Level	  und	  bis	  zu	  24%	  Reduktion	  der	  CSN8-­‐Level).	   In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurden	   diese	   CSN5-­‐Effekte	   auf	   die	   CSN1-­‐	   und	  CSN8-­‐Level	   dagegen	   nicht	   deutlich,	   da	   die	   CSN5-­‐knockdown-­‐Raten	   wohl	   zu	   schlecht	  waren,	   um	   einen	   CSN5-­‐Effekt	   zu	   erkennen.	   In	   SW480-­‐,	   HT29-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen	  schienen	  die	  CSN8-­‐Level	   also	   immer	   etwas	   stärker	   reduziert	   zu	  werden	  als	  die	  CSN1-­‐Level.	  	  	  In	  Kolorektalkrebszellen	  scheint	  CSN5/JAB1	  also	  wesentlich	  zur	  Stabilität	  des	  gesamten	  COP9-­‐Komplexes	   beizutragen.	   Werden	   die	   CSN5-­‐Level	   reduziert,	   so	   sinken	   auch	   die	  CSN1-­‐	   und	   CSN8-­‐Level.	   Dass	   die	   CSN8-­‐Level	   etwas	   stärker	   sinken	   als	   die	   CSN1-­‐Level	  könnte	   darauf	   hindeuten,	   dass	   bei	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   zunächst	   vor	   allem	   der	  Mini-­‐CSN-­‐Komplex	   destabilisiert	   wird.	   Die	   in	   den	   folgenden	   Abschnitten	   diskutierten	  CSN5-­‐Effekte	  sollten	  in	  großen	  Teilen	  also	  vermutlich	  auf	  die	  CSN5-­‐Funktionen	  als	  Teil	  des	  COP9-­‐Signalosoms	  zurückzuführen	  sein.	  	  
5.1.2 Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  den	  Zellzyklusinhibitor	  p27	  	  p27	   ist	   ein	   Zellzyklusinhibitor	   und	   scheint	   in	   verschiedenen	   Tumorentitäten	   eine	  wichtige	   Rolle	   zu	   spielen,	   da	   beispielsweise	   niedrige	   p27-­‐Level	   in	   Brust-­‐	   oder	   Kolo-­‐rektalkarzinomen	  mit	   einer	   schlechten	  Überlebensprognose	  der	  Patienten	  korrelieren.	  In	  Brust-­‐	   und	  Eierstocktumoren	   konnte	   eine	   inverse	  Korrelation	   der	   CSN5/JAB1-­‐	   und	  der	  p27-­‐Level	  nachgewiesen	  werden.	  CSN5/JAB1	  fördert	  den	  nukleären	  Export	  und	  den	  damit	   verbundenen	   proteasomalen	   Abbau	   von	   p27	   (Kouvaraki	   et	   al.,	   2003;	   Sui	   et	   al.,	  2001;	  Tomoda	  et	  al.,	  2002;	  Tomoda	  et	  al.,	  1999).	  Es	  gibt	  also	  einige	  Hinweise,	  dass	  CSN5	  und	   p27	   in	   enger	   funktionaler	   Verbindung	   stehen	   und	   diese	   Interaktion	   auch	   bei	   der	  kolorektalen	  Karzinogenese	  eine	  essentielle	  Rolle	  spielen	  könnte.	  In	  dieser	  Arbeit	  wurde	  untersucht,	   ob	   es	   auch	   in	   CRC-­‐Zellen	   eine	  Korrelation	   der	   p27-­‐	   und	   CSN5/JAB1-­‐Level	  gibt.	  	  In	   SW480-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen	   ließ	   sich	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   ein	   leichter	   Anstieg	   der	  p27-­‐Level	  verzeichnen	  (bis	  zu	  10%	  Anstieg).	  In	  HT29-­‐	  und	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  sanken	  die	  p27-­‐Level	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  hingegen	  leicht	  (5-­‐20%	  Reduktion).	   In	  keiner	  der	  untersuchten	   Zelllinien	   ließen	   sich	   aber	   signifikante	   Veränderungen	   der	   p27-­‐Level	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durch	   CSN5-­knockdown	   erkennen.	   Unter	   normalen	   Bedingungen	   ließ	   sich	   auch	   in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  kein	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  p27-­‐Level	  erkennen.	  Bei	  zusätzlicher	  Etoposidbehandlung	  wurde	  in	  diesen	  Zellen	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	   jedoch	  eine	  leichte,	  aber	  signifikante,	  Reduktion	  (~15%)	  der	  p27-­‐Level	  beobachtet.	  	  Gäbe	  es	   auch	   in	  CRC-­‐Zellen	  eine	   inverse	  Korrelation	  der	  p27-­‐	  und	  CSN5-­‐Level,	   sollten	  die	  p27-­‐Level	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  ansteigen.	  Bislang	  konnte	  das	  in	  den	  verschiedenen	  CRC-­‐Zellen	   aber	   nicht	   beobachtet	  werden.	   Dafür	   könnte	   es	   verschiedene	   Erklärungen	  geben:	   Zum	   einen	   war	   die	   CSN5-­‐knockdown-­‐Rate	   in	   den	   CRC-­‐Zellen	   verglichen	   mit	  anderen	   Proteinen	   gering.	   Je	   stärker	   aber	   die	   CSN5-­‐Level	   reduziert	   werden,	   desto	  besser	  müssten	   sich	   auch	   eventuelle	   CSN5-­‐Effekte	   erkennen	   lassen.	  Wie	   oben	   bereits	  angesprochen,	  dürfte	  es	  aber	  auch	   in	  zukünftigen	  Experimenten	  schwierig	  werden	  die	  CSN5-­‐Level	  in	  den	  CRC-­‐Zellen	  weiter	  zu	  reduzieren,	  da	  CSN5	  für	  die	  Zellen	  essentiell	  für	  ihr	  Überleben	  scheint.	  	  	  Zum	  anderen	  könnte	  der	  Effekt	  auf	  p27	  nicht	  sichtbar	  sein,	  weil	  es	  zu	  schnell	  abgebaut	  wurde,	   da	   der	   Großteil	   der	   hier	   gezeigten	   Experimente	   ohne	   Proteasomeninhibitor	  durchgeführt	  wurde.	  Ohne	  MG132	  ließen	  sich	  kaum	  CSN5-­‐Effekte	  auf	  p27	  erkennen,	  in	  dem	  in	  Abbildung	  4.25	  gezeigten	  Experiment	  mit	  MG132	  ließen	  sich	  aber	  vor	  allem	  bei	  den	   p27-­‐Leveln	   deutlich	   stärkere	   Effekte	   erkennen.	   In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   führte	   die	  Behandlung	  mit	  Etoposid	  z.B.	  zu	  einer	  Reduktion	  der	  p27-­‐Level,	  die	  ohne	  MG132	  nicht	  sichtbar	  war.	  Unter	  diesen	  apoptotischen	  Bedingungen	  führte	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	   zu	   einer	   leichten	   Reduktion	   der	   p27-­‐Level.	   Die	   Ergebnisse	   dieses	   Versuchs	  mit	  MG132	  können	  bislang	  aber	  nur	  als	  vorläufig	  gelten,	  da	  der	  Versuch	  in	  dieser	  Form	  nur	  ein	  Mal	  durchgeführt	  wurde.	  Ob	  die	  CSN5-­‐Effekte	  auf	  p27	  durch	  die	  Gabe	  von	  MG132	  tatsächlich	  besser	  sichtbar	  sind	  und	  ein	  CSN5-­‐knockdown	   in	  CRC-­‐Zellen	  eine	  Reduktion	  der	   p27-­‐Level	   nach	   sich	   zieht,	   gilt	   es	   in	   weiteren	   unabhängigen	   Experimenten	   zu	  überprüfen.	  	  Eine	   weitere	  mögliche	   Erklärung,	   dass	   CSN5	   keinen	   Effekt	   auf	   p27	   in	   CRC-­‐Zellen	   hat	  oder	   der	   beobachtete	   Effekt	   womöglich	   sogar	   gegenteilig	   zur	   Literatur	   ist,	   ist	   die	  Gewebsspezifität	   der	   Effekte.	   Die	   bisherigen	   Experimente	   zu	   CSN5/JAB1	   und	   p27	  wurden	   in	   erster	   Linie	   in	   Fibroblasten,	   Nierenzellen	   und	   verschiedenen	   Brustkrebs-­‐zellen	   durchgeführt	   (Kouvaraki	   et	   al.,	   2003;	   Tomoda	   et	   al.,	   2002)	   und	   lassen	   sich	  möglicherweise	  nicht	  ohne	  weiteres	  auf	  Kolorektalkrebszellen	  übertragen.	  	  
5.1.3 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  den	  Tumorsuppressor	  p53	  	  CSN5/JAB1	   fördert	   den	  nukleären	  Export	   und	  den	   zytoplasmatischen	  Abbau	   von	  p53.	  CSN5	  stabilisiert	  zudem	  Mdm2	  und	  fördert	  so	  die	  p53-­‐Ubiquitinierung	  (Bech-­‐Otschir	  et	  al.,	   2001;	   Oh	   et	   al.,	   2006a;	   Zhang	   et	   al.,	   2008).	   Die	   CSN5-­‐p53-­‐Interaktion	   wurde	   also	  bereits	   in	   verschiedenen	   Zelltypen	   untersucht,	   bislang	   gibt	   es	   aber	   meines	   Wissens	  keine	  Daten	  zur	  Interaktion	  in	  Kolorektalkrebszellen.	  	  In	  SW480-­‐Zellen	  wurden	  die	  p53-­‐Level	  durch	  den	  CSN5-­‐knockdown	  signifikant	  reduziert	  (knapp	   20%	  Reduktion).	   In	  HT29-­‐Zellen	  wurden	   die	   p53-­‐Level	   durch	   den	  knockdown	  ebenfalls	   reduziert	   (~15%	   Reduktion).	   In	   CaCo2-­‐Zellen	   stiegen	   die	   p53-­‐Level	   nach	  CSN5-­‐Reduktion	   an	   –	   die	   in	   diesen	   Zellen	   verfügbaren	  Daten	   stammen	   allerdings	   nur	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aus	   einem	   Experiment.	   In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   führte	   die	   Behandlung	   der	   Zellen	   mit	  Etoposid	  –	  wie	  erwartet	  –	  zu	  einem	  sehr	  starken	  Anstieg	  der	  p53-­‐Level	  (etwa	  fünffach).	  Dabei	   stiegen	   die	   p53-­‐Level	   bei	   gleichzeitiger	   CSN5-­‐Reduktion	  weniger	   stark	   an	   (nur	  vierfacher	  Anstieg),	  der	  CSN5-­‐Effekt	  war	  aber	  bislang	  nicht	  signifikant.	  Bei	  zusätzlicher	  MG132-­‐Gabe	   ließen	   sich	   aber	   die	   gleichen	   Trends	   bei	   den	   Effekten	   von	   Etoposid	   und	  CSN5	  auf	  die	  p53-­‐Level	  erkennen.	  	  	  Es	  macht	  also	  den	  Anschein,	  als	  führe	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  in	  CRC-­‐Zellen	  auch	  zu	  einer	  Reduktion	  der	  p53-­‐Level.	  Diese	  Reduktion	  der	  p53-­‐Level	  lässt	  sich	  mit	  dem	  in	  der	  Literatur	  beschriebenen	  p53-­‐Abbau-­‐fördernden	  Effekt	  des	  CSN5	  nicht	  erklären.	  Nur	  wenige	  der	  hier	  beobachteten	  Effekte	  auf	  p53	  waren	  aber	  signifikant,	  sodass	  vielleicht,	  wohl	  aufgrund	  der	  geringen	  CSN5-­‐knockdown-­‐Raten,	  in	  Realität	  keine	  Effekte	  des	  CSN5	  auf	   p53	   in	   diesen	   Zellen	   erkennbar	   waren.	   Einzig	   in	   SW480-­‐Zellen	   ließ	   sich	   eine	  signifikante	  Reduktion	  der	  p53-­‐Level	  nachweisen.	  SW480-­‐Zellen	  sind	  aber	  Tumorzellen,	  die	  eine	  Reihe	  von	  Mutationen	  tragen.	  So	   ist	  p53	   in	  diesen	  Zellen	  doppelt	  mutiert	  und	  überexprimiert,	   wie	   man	   auch	   im	   Vergleich	   zu	   anderen	   CRC-­‐Zellen	   erkennen	   kann	  (siehe	  Abbildung	  4.19).	  Es	  ist	  also	  fraglich,	  ob	  sich	  die	  p53-­‐Level	  in	  diesen	  Zellen	  normal	  regulieren	  lassen.	  CSN5	  hat	  unter	  normalen	  Umständen	  sicher	  einen	  Effekt	  auf	  p53,	  der	  sich	   vermutlich	   auch	   in	   normalen	   Darmzellen	   wiederfindet.	   Sobald	   p53	   aber	   diverse	  Mutationen	  aufweist,	  wie	  in	  vielen	  CRC-­‐Zellen,	   lässt	  sich	  ein	  Effekt	  auf	  p53	  nur	  schwer	  untersuchen.	  Ein	  CSN5-­‐Effekt	  in	  CRC-­‐Zellen	  auf	  p53	  lässt	  sich	  wohl	  nur	  in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  untersuchen,	  die	  kein	  mutiertes	  p53	  haben.	  In	  diesen	  Zellen	  ließen	  sich	  die	  CSN5-­‐Level	  durch	  die	  siRNA-­‐Transfektion	  aber	  nur	  minimal	  reduzieren.	  	  	  Während	   die	   CSN5-­‐knockdown-­‐Rate	   bei	   HCT116-­‐Zellen	   mit	   p53	   bei	   durchschnittlich	  knapp	   20%	   lag,	   konnten	   die	   CSN5-­‐Level	   ohne	   p53	   im	   selben	   Zelltyp	   um	   rund	   40%	  reduziert	   werden.	   Ein	   fehlendes	   oder	   durch	   Mutation	   nicht	   funktionales	   p53-­‐Protein	  scheint	   die	   Reduktion	   der	   CSN5/JAB1-­‐Level	   in	   den	   CRC-­‐Zellen	   zu	   erleichtern,	   da	   die	  Zellen	  unter	  Umständen	  nicht	  so	  schnell	  in	  Apoptose	  gehen.	  	  
5.1.4 Effekt	  von	  CSN5	  auf	  seinen	  Interaktionspartner	  MIF	  	  CSN5/JAB1	  und	  MIF	  wurden	  von	  Kleemann	  et	  al.	  als	  intrazelluläre	  Interaktionspartner	  identifiziert.	   In	   einigen	   Tumorentitäten,	   z.B.	   Brustkrebs,	   gibt	   es	   sowohl	   überexpri-­‐miertes	  CSN5/JAB1	  als	  auch	  überexprimiertes	  MIF.	  MIF	  hebt	  die	  CSN5-­‐Effekte	  teilweise	  auf,	  so	  stabilisiert	  es	  beispielsweise	  p27	  und	  wirkt	  so	  der	  CSN5-­‐abhängigen	  Zellzyklus-­‐regulation	  entgegen	  (Bando	  et	  al.,	  2002;	  Kleemann	  et	  al.,	  2000).	  Ob	  und	  wie	  CSN5	  und	  MIF	  in	  Kolorektalkrebszellen	  interagieren	  und	  ob	  ihre	  Level	  korrelieren,	  wurde	  bislang	  allerdings	  nicht	  untersucht.	  	  In	  SW480-­‐,	  HT29-­‐	  und	  CaCo2-­‐Zellen	  sanken	  die	  MIF-­‐Level	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  leicht	  (bis	  zu	  10%	  Reduktion),	  aber	  nicht	  signifikant.	  In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  stiegen	  die	  MIF-­‐Level	  hingegen	  signifikant	  an	  (10%	  Anstieg).	  In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  ließ	  sich	  ebenfalls	  ein	   Anstieg	   (~10%)	   der	  MIF-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐Reduktion	   beobachten.	   Bei	   zusätzlicher	  Etoposidgabe	   sanken	   die	   MIF-­‐Level	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   durch	   das	   Etoposid	  signifikant	   (~10%	   Reduktion	   bei	   Vergleich	   der	   scrRNA-­‐transfizierten	   Zellen	   mit	   und	  ohne	   Etoposid).	   Während	   es	   bei	   den	   DMSO-­‐behandelten	   Zellen	   keinen	   Unterschied	  zwischen	  CSN5siRNA-­‐	  und	  scrRNA-­‐transfizierten	  Zellen	  bei	  den	  MIF-­‐Leveln	  gab,	  wurden	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die	   MIF-­‐Level	   durch	   die	   CSN5-­‐Reduktion	   bei	   gleichzeitiger	   Etoposidgabe	   in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  signifikant	  gesenkt	  (20%	  Reduktion).	  Bei	  den	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  schien	  die	  Etoposidgabe	  die	  MIF-­‐Level	   eher	   zu	   erhöhen.	  Bei	   zusätzlicher	  MG132-­‐Gabe	  schien	  der	  CSN5-­‐knockdown	  bei	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  die	  MIF-­‐Level	  zu	  senken,	  während	  der	  knockdown	  in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  eher	  einen	  Anstieg	  der	  p53-­‐Level	  bewirkte.	  	  	  Die	  beobachteten	  CSN5-­‐Effekte	  auf	  die	  MIF-­‐Level	  in	  den	  verschiedenen	  Zelllinien	  waren	  also	   divers	   und	   können	   nicht	   ohne	   weiteres	   verallgemeinert	   werden.	   Es	   ist	   bekannt,	  dass	  CSN5/JAB1	  die	  MIF-­‐Sekretion	  inhibiert	  und	  so	  das	  autokrine	  MIF-­‐vermittelte	  Akt-­‐
signaling	  kontrolliert	  (Lue	  et	  al.,	  2007).	  Bei	  den	  intrazellulären	  MIF-­‐Leveln	  in	  HEK293-­‐Zellen	   konnten	   Lue	   et	   al.	   aber	   kaum	   Unterschiede	   durch	   die	   Veränderung	   der	   CSN5-­‐Level	   feststellen.	   Darüber	   hinaus	   ist	   nur	   sehr	   wenig	   bekannt,	   ob	   und	   wie	   CSN5	   die	  intrazellulären	  MIF-­‐Level	  beeinflusst.	  Auch	  mit	  den	  derzeit	   in	  CRC-­‐Zellen	  vorliegenden	  Daten	  lässt	  sich	  kein	  eindeutiger	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  MIF-­‐Level	  erkennen.	  	  	  
5.1.5 CSN5/JAB1	  stabilisiert	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  in	  Kolorektalkrebszellen	  Der	  Wnt-­‐Signalweg	   ist	   der	  beim	  Kolorektalkrebs	   am	  häufigsten	  mutierte	   Signalweg	   in	  der	  Zelle.	  Um	  die	  Frage	  zu	  klären,	  ob	  CSN5	  bei	  der	  kolorektalen	  Tumorgenese	  eine	  Rolle	  spielt,	   lag	   es	   nahe,	   auch	   einen	   eventuellen	   Effekt	   des	   CSN5/JAB1	   auf	   verschiedene	  Komponenten	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   zu	   untersuchen.	   Bei	   den	   Untersuchungen	   stand	  zunächst	  β-­‐Catenin	  als	  Schlüsselmolekül	  des	  Signalwegs	  im	  Mittelpunkt.	  	  	  
5.1.5.1 CSN5	  stabilisiert	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  In	  SW480-­‐Zellen	  führte	  der	  CSN5-­‐knockdown	  zu	  einer	  sehr	  signifikanten	  Reduktion	  der	  
β-­‐Catenin-­‐Level	   (~50%	  Reduktion).	   Auch	   in	  HEK293-­‐,	  HeLa-­‐	   und	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  ließ	  sich	  eine	  leichte,	  nicht	  signifikante,	  Reduktion	  der	  β-­‐Catenin-­‐Level	  beobachten	  (15-­‐20%	   Reduktion).	   CSN5	   scheint	   β-­‐Catenin	   also	   normalerweise	   zu	   stabilisieren.	   Bei	  zusätzlicher	   Etoposidbehandlung	   der	   Zellen	   schien	   Etoposid	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   eher	   zu	   senken.	   Da	   der	   Wnt-­‐Signalweg	   ein	   pro-­‐proliferativer	  Signalweg	   ist,	   würde	   es	   für	   die	   Zelle	   aber	   auch	   Sinn	   machen	   den	   Signalweg	  auszuschalten,	   wenn	   gleichzeitig	   Apoptose	   induziert	   wird.	   Tatsächlich	   beschreiben	  Sadot	   et	   al.,	   dass	   p53	   die	  β-­‐Catenin-­‐Level	   herunterreguliert	   (Sadot	   et	   al.,	   2001).	   Aber	  auch	   nach	   DMSO-­‐Gabe	   waren	   keine	   CSN5-­‐Effekte	   mehr	   in	   den	   Zellen	   auf	   β-­‐Catenin	  erkennbar,	  was	  darauf	  hindeuten	  könnte,	  dass	  DMSO	  die	  Zellen	  bereits	  so	  stark	  stresst,	  dass	  der	  Wnt-­‐Signalweg	  ausgeschaltet	  wird	  und	  keine	  Effekte	  mehr	  auf	   ihn	  erkennbar	  sind.	  Auch	  bei	  zusätzlicher	  MG132-­‐Gabe	  waren	  keine	  eindeutigen	  Effekte	  auf	  β-­‐Catenin	  erkennbar.	  	  Da	  die	  Effekte	  von	  CSN5	  auf	  β-­‐Catenin	  ohne	  Apoptoseinduktion	  sehr	  eindeutig	  waren,	  d.h.	   CSN5	   offenbar	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   stabilisiert,	   wurden	   erste	   mechanistische	  Untersuchungen	   durchgeführt,	   um	   zu	   verstehen	   wie	   CSN5/JAB1	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	  beeinflusst.	  Eine	  mögliche	  Erklärung	  wäre,	  dass	  CSN5	  den	  proteasomalen	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	   steuert.	   Um	   β-­‐Catenin	   abzubauen,	   wird	   es	   zunächst	   im	   destruction	   complex	  durch	   CKIα	   und	   GSK3β	   phosphoryliert.	   Im	   nächsten	   Schritt	   bindet	   β-­‐TRCP1	   an	   den	  phosphorylierten	   N-­‐Terminus	   von	   β-­‐Catenin	   und	   löst	   so	   die	   Ubiquitinierung	   des	   β-­‐
Diskussion	   160	  
Catenins	   durch	   eine	   E2-­‐Ligase	   aus.	   Das	   ubiquitinierte	   β-­‐Catenin	   wird	   dann	   vom	   26S	  Proteasom	   erkannt	   und	   abgebaut	   (Kimelman	   and	   Xu,	   2006).	   CSN5	   deneddyliert	   die	  Cullin-­‐RING-­‐Ligase	   β-­‐TRCP	   (CRLβTRCP)	   und	   reguliert	   so	   seine	   Aktivität	   (Lyapina	   et	   al.,	  2001).	   Über	   die	   Regulation	   der	   CRLβTRCP-­‐Aktivität	   könnte	   CSN5/JAB1	   also	   Einfluss	   auf	  die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   nehmen.	   Da	   CSN5	   also	   am	   Abbau	   von	   β-­‐Catenin	   beteiligt	   sein	  könnte,	   wurden	   auch	   die	   Level	   von	   phosphoryliertem	   und	   ubiquitiniertem	   β-­‐Catenin	  nach	  CSN5-­‐Reduktion	  in	  verschiedenen	  CRC-­‐Zellen	  untersucht.	  	  
5.1.5.2 CSN5	  stabilisiert	  die	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  Der	  erste	   Schritt	   zum	  proteasomalen	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	   ist	   seine	  Phosphorylierung	  durch	  CKIα	   an	  Serin	  45	  und	  anschließend	  durch	  GSK3β	   an	  Threonin	  41,	  Serin	  37	  und	  Serin	   33.	   Es	   wurde	   untersucht,	   ob	   CSN5	   einen	   Einfluss	   auf	   die	   Level	   des	   phospho-­‐rylierten	   β-­‐Catenins	   hat.	   Dabei	   wurde	   ein	   Antikörper	   eingesetzt,	   der	   die	   β-­‐Catenin-­‐Phosphorylierungen	  an	  Threonin	  41	  und	  Serin	  45	  erkennt.	  	  	  
	  	  
Abbildung	  5.1:	  Abbau	  von	  β-­Catenin	  und	  möglicher	  Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  die	  β-­Catenin-­Level.	  CKIα	  phosphoryliert	  β-­‐Catenin	   initial	  an	  Serin	  45	  (Ser45).	  GSK3β	  phosphoryliert	  β-­‐Catenin	  dann	  an	  Threonin	  41	   (Thr41),	   Serin	   37	   und	   Serin	   33.	   Die	   CRLβTRCP	   katalysiert	   die	   Ubiquitinierung	   des	   phosphorylierten	  Moleküls.	  Das	  26S	  Proteasom	  erkennt	  nun	  das	  ubiquitinierte	  β-­‐Catenin	  und	  baut	  es	  ab.	  Die	  Aktivität	  der	  CRLβTRCP	  wird	  durch	  Neddylierung	  und	  Deneddylierung	  gesteuert.	  CSN5/JAB1	  fördert	  die	  Deneddylierung	  der	  CRLβTRCP	  und	  aktiviert	  sie	  somit	  (Kimelman	  and	  Xu,	  2006;	  Lyapina	  et	  al.,	  2001).	  	  In	  HeLa-­‐	  und	  SW480-­‐Zellen	  wurde	  eine	  signifikante	  Reduktion	  (~25%)	  der	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   beobachtet.	   Auch	   in	   HEK293-­‐Zellen	   konnte	   eine	  leichte	  Reduktion	  (15%)	  der	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  nach	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	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gezeigt	   werden.	   Eine	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   zieht	   also	   auch	   eine	   Reduktion	   des	  phosphorylierten	  β-­‐Catenins	  nach	  sich.	  Wurden	  HCT116-­‐Zellen	  (mit	  und	  ohne	  p53)	  mit	  Etoposid	   behandelt,	   stiegen	   die	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   signifikant	   an	   (50-­‐75%	  Anstieg).	   In	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   führte	   ein	   CSN5-­‐knockdown	   bei	   gleichzeitiger	  Etoposidbehandlung	  zu	  einer	  signifikanten	  Reduktion	   (~25%)	  der	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level.	   In	   Anwesenheit	   von	   p53	   (HCT116p53wt-­‐Zellen)	   bewirkte	   der	   CSN5-­‐knockdown	  eher	  einen	   leichten	  Anstieg	   (~20%)	  der	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level,	  der	  Effekt	  war	  aber	  nicht	  signifikant.	  Bei	  Apoptoseinduktion	  wird	  der	  Wnt-­‐Signalweg	  wohl	  abgeschaltet,	  d.h.	  
β-­‐Catenin	   wird	   abgebaut	   und	   infolge	   dessen	   phosphoryliert.	   Daher	   ließ	   sich	   bei	  Etoposidbehandlung	   der	   Zellen	   ein	   deutlicher	   Anstieg	   der	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  beobachten.	  	  SW480-­‐Zellen	   haben	   ein	   mutiertes	   APC,	   können	   somit	   den	   β-­‐Catenin-­‐Abbaukomplex	  nicht	   mehr	   bilden	   und	   haben	   deswegen	   einen	   permanent	   aktiven	   Wnt-­‐Signalweg.	  HCT116-­‐Zellen	  haben	  dagegen	  eine	  Mutation	  im	  CTNNB1-­‐Gen,	  die	  zu	  einem	  Verlust	  von	  Serin	  45	  des	  β-­‐Catenins	  führt.	  Die	  initiale	  Phosphorylierung	  durch	  CKIα	  sollte	  hier	  also	  nicht	  möglich	  sein.	  Trotzdem	  ließ	  sich	  eine	  deutliche	  Phosphorylierung	  des	  β-­‐Catenins	  in	  HCT116-­‐	  und	  SW480-­‐Zellen	  nachweisen.	  	  	  Trotz	  dieser	  diversen	  Mutationen	   im	  Wnt-­‐Signalweg	  der	  CRC-­‐Zellen	   ließen	  sich	  CSN5-­‐Effekte	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  nachweisen.	  Um	  sicher	  zu	  gehen,	  dass	  die	  beobachteten	  CSN5-­‐Effekte	   kein	   Artefakt	   der	  Mutationen	   im	  Wnt-­‐Signalweg	   sind,	  wurden	   dieselben	  Experimente	   in	   HEK293-­‐	   und	   HeLa-­‐Zellen	   durchgeführt.	   In	   den	   Zellen	   ohne	   Wnt-­‐Signalweg-­‐Mutationen	  ließen	  sich	  die	  CSN5-­‐Effekte	  aber	  zweifelsfrei	  bestätigen.	  	  Das	   könnte	   darauf	   hindeuten,	   dass	   CSN5	   nicht	   den	   klassischen	   GSK3β-­‐abhängigen	   β-­‐Catenin-­‐Abbau	  beeinflusst,	  sondern	  (auch)	  einen	  alternativen	  Abbauweg,	  der	  durch	  p53	  induziert	   wird.	   p53	   induziert	   Siah1,	   das	   einen	   Komplex	   mit	   β-­‐Catenin	   und	   dem	   C-­‐Terminus	  von	  APC	  bildet	  und	  zusätzlich	  mit	  einem	  E2-­‐Ubiquitin-­‐konjugierenden	  Enzym	  und	  einer	  Ubiquitin-­‐E3-­‐Ligase	  assoziiert.	  Die	  E3-­‐Ligase	  besteht	  aus	  dem	  F-­‐Box-­‐Protein	  EBI	  mit	   Skp1	  und	   SIP.	  Der	  Komplex	   von	  EBI,	  β-­‐Catenin,	   SIP	   und	   Siah1	   kann	  dann	  die	  Ubiquitinierung	   von	   β-­‐Catenin	   bewirken,	   ohne	   dass	   β-­‐Catenin	   vorher	   durch	   GSK3β	  phosphoryliert	  wurde	  (Liu	  et	  al.,	  2001;	  Matsuzawa	  and	  Reed,	  2001;	  Sadot	  et	  al.,	  2001).	  CSN5	  könnte	  also	  durch	  Abbau	  von	  p53	  den	  β-­‐Catenin-­‐Abbau	  über	  diesen	  alternativen	  Abbauweg	  verhindern	  und	  so	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  stabilisieren.	  Werden	  die	  CSN5-­‐Level	  hingegen	  gesenkt,	  wird	  weniger	  p53	  abgebaut,	  dadurch	  wird	  mehr	  Siah1	  induziert	  und	  der	  alternative	  β-­‐Catenin-­‐Abbau	  verstärkt,	  sodass	  es	  am	  Ende	  weniger	  β-­‐Catenin	  in	  den	  Zellen	  gibt.	  	  
5.1.5.3 CSN5	  fördert	  die	  Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin	  Offenbar	   hat	   CSN5	   also	   eine	   stabilisierende	   Wirkung	   auf	   β-­‐Catenin	   und	   auf	   seine	  phosphorylierte	  Form.	  Um	  zu	  verstehen	  wie	  CSN5/JAB1	  Einfluss	  auf	  β-­‐Catenin	  nimmt,	  wurde	  auch	  untersucht,	  welchen	  Effekt	  CSN5	  auf	  die	  ubiquitinierte	  Form	  von	  β-­‐Catenin	  hat.	  Mit	  diesen	  Experimenten	  sollten	  Hinweise	  gesammelt	  werden,	  ob	  CSN5	  tatsächlich	  über	  die	  Steuerung	  der	  Cullin-­‐RING-­‐LigaseβTRCP	  Einfluss	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  nimmt.	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In	   einem	   Pilotexperiment	   wurde	   ubiquitiniertes	   β-­‐Catenin	   durch	   eine	   NiNTA-­‐Aufreinigung	   aus	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   nach	   CSN5siRNA-­‐	   bzw.	  scrRNA-­‐Transfektion	   isoliert.	   Nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   war	   weniger	  ubiquitiniertes	  β-­‐Catenin	   in	  den	  HCT116-­‐Zellen,	   unabhängig	  von	  p53.	  Das	  Experiment	  wurde	  bislang	  aber	  nur	  einmal	  durchgeführt	  und	  zur	  Absicherung	  der	  Daten	  bedarf	  es	  noch	   weiterer	   Wiederholungen.	   Um	   die	   Ubiquitinierung	   des	   β-­‐Catenins	   besser	  detektieren	   und	   auswerten	   zu	   können,	   wurden	   bereits	   einige	   Schritte	   zur	  Methoden-­‐optimierung	   unternommen.	   So	   wurden	   die	   Transfektionsprotokolle	   in	   verschiedenen	  Zellen	   optimiert,	   die	   eingesetzten	   Plasmide	   auf	   ihre	   Funktionalität	   überprüft	   und	  zusätzlich	  eine	  alternative	  Aufreinigungsmethode	  mit	  Talon-­‐beads	  des	  ubiquitinierten	  β-­‐Catenins	  etabliert	   (siehe	  Masterarbeit	  Simone	  Fuchs,	  RWTH	  Aachen	  University,	   Januar	  2011).	  	  	  CSN5	  deneddyliert	  bekanntermaßen	  Cullin-­‐1	  verschiedener	  CRLs	  und	  reguliert	  so	   ihre	  Aktivität	   (siehe	   Abbildung	   5.1)(Cope	   et	   al.,	   2002).	   Ein	   weiterer	   wichtiger	   Schritt,	   um	  einen	  Einfluss	  des	  CSN5	  auf	  den	  proteasomalen	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	  zu	  beweisen,	  wäre	  daher	   die	   Messung	   der	   Aktivität	   der	   CRLβTRCP	   bei	   unterschiedlichen	   intrazellulären	  CSN5-­‐Leveln.	  Wenn	  CSN5	  wichtig	   für	  die	  Aktivität	  der	  CRLβTRCP	   ist,	  so	  sollten	  geringere	  CSN5-­‐Level	   in	   der	   Zelle	   auch	   eine	   geringere	   Aktivität	   der	   CRLβTRCP	   nach	   sich	   ziehen.	  Tatsächlich	  scheint	  weniger	  β-­‐Catenin	  in	  den	  CRC-­‐Zellen	  ubiquitiniert	  zu	  werden,	  wenn	  die	  CSN5-­‐Level	   reduziert	  werden.	   Fernandez-­‐Sanchez	   et	   al.	   konnten	   allerdings	   zeigen,	  dass	   die	   CRLβTRCP	   in	  CSN4-­‐	   oder	  CSN5-­‐knockdown-­‐Zellen	   immer	   noch	   aktiv	   ist	   und	   die	  noch	   vorhandenen	   CSN-­‐Proteine	   wohl	   ausreichend	   sind,	   um	   die	   CRLβTRCP-­‐Funktion	  aufrecht	  zu	  erhalten	  und	  β-­‐Catenin	  weiterhin	  abzubauen.	  Die	  CSN5-­‐Level	  scheinen	  die	  CRLβTRCP-­‐Aktivität	  in	  HEK293T-­‐Zellen	  also	  nicht	  wesentlich	  zu	  beeinflussen	  (Fernandez-­‐Sanchez	  et	  al.,	  2010).	  Es	  ist	  zu	  vermuten,	  dass	  eine	  Veränderung	  der	  CSN5-­‐Level	  auch	  in	  den	  verschiedenen	  CRC-­‐Zellen	  keinen	  oder	  kaum	  Einfluss	  auf	  die	  Aktivität	  der	  CRLβTRCP	  haben	  dürfte.	  	  	  Die	  mögliche	  Regulation	  der	  β-­‐Catenin-­‐Ubiquitinierung	  via	  CRLβTRCP	  erklärt	  nicht,	  wieso	  die	   phospho-­‐β-­‐Catenin	   und	   gesamten	   β-­‐Catenin-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   sinken.	  Denn	   würde	   die	   Ubiquitinierung	   des	   β-­‐Catenins	   durch	   mangelndes	   CSN5	   inhibiert,	  müsste	   es	   eigentlich	   sogar	  mehr	  β-­‐Catenin	   gesamt	   und	  wohl	   auch	   in	   seiner	   phospho-­‐rylierten	   Form	   geben.	   In	   den	   untersuchten	   Zelllinien	   wurde	   aber	   das	   Gegenteil	  beobachtet,	   denn	   nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   wurde	   auch	   eine	   Reduktion	   der	  Gesamt-­‐	  und	  phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  beobachtet.	  CSN5	  scheint	  β-­‐Catenin	  also	  eher	  zu	  stabilisieren	  bzw.	  seine	  Level	  zu	  erhöhen.	  Die	  Reduktion	  des	  phosphorylierten	  und	  des	  ubiquitinierten	  β-­‐Catenins	  könnte	  auch	  eine	  Folge	  der	  Reduktion	  der	  Gesamtmenge	  an	  
β-­‐Catenin	  sein,	  denn	  wenn	  es	  insgesamt	  weniger	  β-­‐Catenin	  gibt,	  müsste	  auch	  weniger	  β-­‐Catenin	  abgebaut	  werden,	  um	  die	  Level	  konstant	  zu	  halten.	  CSN5	  könnte	  also	  auch	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  Expression	  von	  β-­‐Catenin	  nehmen.	  Um	  diese	  These	  zu	  stützen,	  bedarf	  es	  aber	   noch	   weiterer	   Untersuchungen	   inwieweit	   unterschiedliche	   CSN5-­‐Level	   die	   β-­‐Catenin-­‐Synthese	  beeinflussen.	  	  CSN5/JAB1	  wurde	   als	   Coaktivator	   der	   AP-­‐1-­‐Transkription	   beschrieben	   (Bianchi	   et	   al.,	  2000;	  Claret	  et	  al.,	  1996).	  Tatsächlich	  konnten	  Li	  et	  al.	  mehrere	  AP-­‐1-­‐Bindungsstellen	  im	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CTNNB1-­‐Gen,	  das	  für	  β-­‐Catenin	  codiert,	  nachweisen	  (Li	  et	  al.,	  2004).	  CSN5/JAB1	  könnte	  die	  β-­‐Catenin-­‐Expression	  also	  via	  AP-­‐1	  fördern.	  Das	  würde	  erklären,	  warum	  es	  bei	  einer	  Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   auch	   zu	   einer	  Reduktion	   der	  β-­‐Catenin-­‐Level	   in	   den	   Zellen	  kommt.	  Infolge	  der	  reduzierten	  β-­‐Catenin-­‐Level	  sollten	  dann	  auch	  die	  phospho-­‐	  und	  Ub-­‐
β-­‐Catenin-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   sinken.	   Zudem	   sollte	   CSN5	   die	   Aktivität	   der	  CRLβTRCP	   fördern,	   sodass	   die	   Ub-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   bei	   CSN5-­‐knockdown	   zusätzlich	  verringert	   werden.	   Interessant	   wäre	   zu	   sehen,	   welchen	   Einfluss	   eine	   CSN5-­‐Überexpression	  in	  den	  Zellen	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  hätte,	  und	  ob	  MIF	  den	  vermeintlich	  AP-­‐1-­‐vermittelten	   Effekt	   auf	   β-­‐Catenin	   hemmen	   kann,	   denn	   Kleemann	   et	   al.	   konnten	  eine	  Inhibition	  der	  JAB1-­‐vermittelten	  AP-­‐1-­‐Aktivität	  durch	  MIF	  zeigen	  (Kleemann	  et	  al.,	  2000).	   Vor	   allem	   aber	   sollte	   nun	   als	   nächstes	   experimentell	   untersucht	   werden,	   ob	  CSN5/JAB1	   tatsächlich	   die	   Transkription	   des	   CTNNB1-­‐Gens	   fördert.	   Durch	   Erhöhung	  der	   β-­‐Catenin-­‐Level	   könnte	   CSN5/JAB1	   also	   einen	   wesentlichen	   Beitrag	   zur	  konstitutiven	   Aktivierung	   des	   Wnt-­‐Signalwegs	   leisten	   und	   so	   die	   kolorektale	  Tumorgenese	  fördern.	  	  Neben	  der	  Wirkung	  über	  AP-­‐1	  gibt	  es	  aber	  noch	  diverse	  andere	  Kandidaten,	  über	  die	  ein	  Effekt	   von	   CSN5	   auf	   β-­‐Catenin	   vermittelt	   werden	   könnte.	   COX-­‐2	   (Cyclooxygenase-­‐2)	  scheint	  bei	  der	  kolorektalen	  Tumorgenese	  eine	  wichtige	  Rolle	  zu	  spielen	  und	  konnte	  in	  intestinalen	   Tumoren	   in	   hohen	   Leveln	   nachgewiesen	   werden	   (Eberhart	   et	   al.,	   1994).	  MIF	  als	  CSN5-­‐Interaktionspartner	  scheint	  zudem	  einen	  wesentlichen	  Effekt	  auf	  die	  COX-­‐2-­‐Expression	   auszuüben	   (Carli	   et	   al.,	   2009).	   Dass	   COX-­‐2	   bei	   den	   hier	   beschriebenen	  CSN5-­‐Effekten	   auf	   β-­‐Catenin	   eine	   Rolle	   spielt,	   gilt	   aber	   als	   unwahrscheinlich,	   da	   die	  untersuchten	  SW480-­‐	  und	  HCT116-­‐Zellen	  als	  COX-­‐2-­‐negativ	  gelten.	  HeLa-­‐,	  CaCo2-­‐	  und	  HT29-­‐Zellen	  hingegen	  sind	  COX-­‐2-­‐positiv.	  	  Die	  hier	  gezeigten	  Daten	  zum	  CSN5-­‐Effekt	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  widersprechen	  nicht	  unbedingt	  der	  2009	  erschienenen	  Veröffentlichung	  von	  Huang	  et	  al.,	   in	  der	  das	  COP9-­‐Signalosom	   als	   essentiell	   für	   den	   β-­‐Catenin-­‐Abbau	   beschrieben	   wird	   (Huang	   et	   al.,	  2009).	   Laut	   Huang	   et	   al.	   stabilisiert	   das	   CSN-­‐assoziierte	   USP15	   APC	   als	   Teil	   des	  
destruction	   complex	   und	   das	   CSN	   bildet	   die	   Basis	   für	   einen	   β-­‐Catenin-­‐abbauenden	  Superkomplex	  mit	  dem	  26S	  Proteasom,	  dem	  β-­‐Catenin-­‐Abbaukomplex	  und	  der	  CRLβTRCP.	  Nach	   Huang	   et	   al.	   fördert	   das	   CSN	   also	   den	   proteasomalen	   Abbau	   von	   β-­‐Catenin.	   In	  dieser	  Arbeit	  wurde	  dagegen	  gezeigt,	  dass	  CSN5	  benötigt	  wird,	  um	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  konstant	  zu	  halten.	  Die	  beobachteten	  Effekte	  könnten	  aber	  unabhängig	  voneinander	  und	  gegenläufig	  sein.	  So	  könnte	  das	  CSN	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  auf	  vielfältige	  Weise	  regulieren	  und	  sowohl	  die	  Expression	  des	  β-­‐Catenins	  als	  auch	  den	  proteasomalen	  Abbau	   fördern	  und	   so	   einen	   permanten	   turnover	   des	   β-­‐Catenins	   bewirken.	   Zudem	   gibt	   es	   einige	  methodische	  Unterschiede	  zwischen	  der	  Arbeit	  von	  Huang	  et	  al.	  und	  den	  hier	  gezeigten	  Daten.	  Huang	  et	  al.	  konnten	  beispielsweise	  durch	  einen	  CSN1-­knockdown	  in	  HeLa-­‐Zellen	  zeigen,	  dass	  das	  CSN	  am	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin	  beteiligt	  ist,	  indem	  sie	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  in	   den	   Zellen	   nach	   Cycloheximidgabe	   beobachteten.	   In	   der	   hier	   vorliegenden	   Arbeit	  wurden	  hingegen	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  nach	  CSN5-­knockdown	  sowohl	  in	  HeLa-­‐	  als	  auch	  in	  SW480-­‐Zellen	  beobachtet.	  Die	  Hauptunterschiede	  liegen	  also	  in	  der	  für	  den	  knockdown	  ausgewählten	   CSN-­‐Untereinheit	   und	   dem	   Einsatz	   von	   Cycloheximid,	   um	   die	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Proteinneusynthese	   zu	  verhindern	  und	   so	  den	  Abbau	  einfacher	  anschauen	  zu	  können,	  und	   im	   Gegensatz	   dazu	   der	   Beobachtung	   der	   „physiologischen“	   β-­‐Catenin-­‐Konzentrationen	  in	  den	  Zellen	  nach	  knockdown.	  Angenommen	  die	  Effekte	  auf	  β-­‐Catenin	  sind	   auf	   den	   CSN-­‐Gesamt-­‐Komplex	   zurückzuführen,	   so	   sollte	   es	   keinen	   Unterschied	  machen,	  ob	  die	  CSN1-­‐	  oder	  CSN5-­‐Level	  herunterreguliert	  werden,	  sofern	  die	  Reduktion	  der	   einzelnen	   CSN-­‐Untereinheiten	   sich	   auch	   auf	   die	   Gesamtmenge	   an	   CSN-­‐Komplex	  auswirkt.	  In	  dieser	  Arbeit	  konnte	  nachgewiesen	  werden,	  dass	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  auch	  eine	  Reduktion	  der	  CSN1-­‐	  und	  CSN8-­‐Level	  nach	  sich	  zieht.	  Laut	  Huang	  et	  al.	  gibt	  es	  auch	  in	  HeLa-­‐Zellen	  nach	  CSN1-­knockdown	  60%	  weniger	  CSN-­‐Komplex.	  Sowohl	  die	  Reduktion	  der	  CSN1-­‐	   als	   auch	  der	  CSN5-­‐Level	   führen	   also	   zu	   einer	  Reduktion	  des	  Gesamt-­‐CSN-­‐Komplexes.	   Beruhen	  die	   Effekte	   jedoch,	   zumindest	   teilweise,	   auf	   CSN5	   in	  freier	  Form,	  d.h.	  unabhängig	  vom	  CSN,	  so	  könnte	  die	  Auswahl	  der	  CSN-­‐Untereinheit	  für	  den	  knockdown	  einen	  entscheidenden	  Unterschied	  machen.	  Die	  Cycloheximidgabe	  lässt	  Huang	   et	   al.	   nur	   den	   β-­‐Catenin-­‐Abbau	   betrachten,	   während	   in	   den	   hier	   gezeigten	  Experimenten	  die	  Gesamt-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	  in	  den	  Zellen	  angeschaut	  wurden.	  In	  unseren	  Experimenten	  könnten	  die	  CSN-­‐Effekte	  auf	  den	  β-­‐Catenin-­‐Abbau	  theoretisch	  also	  durch	  die	   Steuerung	   der	   β-­‐Catenin-­‐Expression	   oder	   anderer	   Signalwege	   kompensiert	   bzw.	  überlagert	  werden.	  	  	  Huang	   et	   al.	   untersuchten	   auch	   den	   Abbau	   von	   APC,	   als	   wichtige	   Komponente	   des	  klassischen	  Wnt-­‐Signalwegs.	   In	   HeLa-­‐Zellen	   konnten	   sie	   nach	   CSN1-­knockdown	   einen	  stärkeren	  APC-­‐Abbau	  nachweisen.	  Das	  deutet	  darauf	  hin,	  dass	  das	  CSN	  normalerweise	  APC	  und	  damit	  den	  destruction	  complex	  stabilisiert.	  Sie	  untersuchten	  allerdings	  auch,	  ob	  APC	   in	   verschiedenen	   CRC-­‐Zellen	   überhaupt	   abgebaut	  werden	   kann	   und	   stellten	   fest,	  dass	   gerade	   in	   SW480-­‐Zellen,	   die	   ein	   stark	   verkürztes	   APC-­‐Protein	   haben	   (1338	  Aminosäuren	   statt	  2843),	   kein	  oder	   zumindest	  kaum	  APC	  abgebaut	  wird.	  Die	  von	  uns	  beobachteten	   CSN5-­‐Effekte	   auf	   β-­‐Catenin	   waren	   aber	   vor	   allem	   in	   SW480-­‐Zellen	  besonders	   deutlich.	   Der	   von	   Huang	   et	   al.	   vorgeschlagene	  Weg	   der	   APC-­‐Stabilisierung	  durch	   das	   CSN	   und	   dem	   somit	   folgenden	   β-­‐Catenin-­‐Abbau	   kann	   für	   die	   von	   uns	  beobachteten	  Effekte	   in	  SW480-­‐Zellen	  also	  keine	  Erklärung	  sein,	  da	  das	  CSN	   in	  diesen	  Zellen	   ja	   wohl	   keinen	   messbaren	   Effekt	   auf	   APC	   haben	   sollte.	   Da	   die	   von	   uns	  eingesetzten	  CRC-­‐Zellen	  alle	  mutierte	  APC-­‐	  und/oder	  β-­‐Catenin-­‐Proteine	  haben,	  dürfte	  der	  β-­‐Catenin-­‐Abbau	   in	   diesen	   Zellen	   über	   den	   klassischen	  Wnt-­‐Signalweg	   unmöglich	  sein	  oder	  nur	   in	  geringem	  Maße	   stattfinden.	  Denkbar	  wäre	  aber,	  dass	  das	  CSN	   (auch)	  Effekte	  auf	  den	  alternativen	  Abbauweg	  via	  Siah1	  hat	  und	  somit	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	   in	  den	  Zellen	  beeinflusst.	  Wie	  bereits	  beschrieben,	  wird	  Siah1	  beim	  alternativen	  Abbauweg	  durch	  p53	   induziert.	  Ein	  Komplex	  von	  EBI,	  β-­‐Catenin,	  SIP	  und	  Siah1	  bewirkt	  dann	  die	  Ubiquitinierung	  von	  β-­‐Catenin,	  unabhängig	  von	  GSK3β.	  	  CSN5/JAB1	   ist	   bekannt	   dafür,	   den	   p53-­‐Abbau	   zu	   fördern	   (Oh	   et	   al.,	   2006a).	   Denkbar	  wäre	   also,	   dass	   CSN5	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   über	   p53	   und	   den	   alternativen	   Abbauweg	  steuert:	   bei	   CSN5-­‐knockdown	   sollten	   demgemäß	   die	   p53-­‐Level	   erhöht	   werden	   und	  infolgedessen	   würden	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   gesenkt.	   Dazu	   passen	   würde,	   dass	   sich	   in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   kaum	  Effekte	   von	  CSN5	  auf	   die	  β-­‐Catenin-­‐Level	   erkennen	   ließen	  (siehe	   Abbildung	   4.18).	   Sadot	   et	   al.	   zeigten	   aber	   auch,	   dass	   in	   SW480-­‐Zellen	   nur	  transfiziertes	  Wildtyp-­‐p53,	  und	  nicht	  die	   in	  den	  Zellen	  vorhandene	  mutierte	  Form	  des	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p53,	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   senken	   konnte.	   In	   HCT116-­‐Zellen,	   denen	   die	   initiale	  Phosphorylierungsstelle	  (Serin	  45)	  im	  β-­‐Catenin-­‐Protein	  fehlt,	  konnten	  sie	  keinen	  Effekt	  von	   p53	   auf	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   nachweisen.	   Der	   von	   uns	   beobachtete	   Einfluss	   von	  CSN5	  auf	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  in	  SW480-­‐/HCT116-­‐Zellen	  kann	  also	  vermutlich	  nicht	  nur	  über	   p53	   laufen,	   da	   gerade	   in	   SW480-­‐Zellen	   die	   Effekte	   auf	   β-­‐Catenin	   sehr	   deutlich	  waren.	   Wenn	   die	   CSN5-­‐Effekte	   über	   p53	   laufen	   würden,	   würde	   man	   zudem	   einen	  deutlicheren	  Einfluss	  des	  CSN5	  auf	  die	  p53-­‐Level	  erwarten.	  Hier	  könnte	  aber	  auch	  das	  Problem	   sein,	   dass	   der	   Großteil	   der	   hier	   gezeigten	   Versuche	   in	   Abwesenheit	   eines	  Proteasomeninhibitors	   wie	   z.B.	   MG132	   durchgeführt	   wurde	   und	   p53	   sehr	   schnell	  ubiquitiniert	   und	   abgebaut	   wird.	   p53	   könnte	   gesteuert	   durch	   CSN5	   also	   schon	   die	  Signale	  weitergeleitet	   haben	   und	  wurde	   vor	   Lyse	   der	   Zellen	   bereits	  wieder	   abgebaut.	  Vermutlich	   steuert	   CSN5	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   neben	   anderen	   Mechanismen	   letztlich	  vermutlich	  also	  auch	  über	  p53.	  	  	  CSN5/JAB1	  könnte	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  also	  über	  verschiedene	  Mechanismen	  regulieren:	  1)	   CSN5	   fördert	   die	   Transkription	   des	   CTNNB1-­‐Gens	   über	   AP-­‐1.	   2)	   CSN5	   steuert	   die	  Aktivität	  der	  CRLβTRCP	  und	  somit	  auch	  die	  Ubiquitinierung	  und	  den	  Abbau	  von	  β-­‐Catenin.	  3)	  CSN5	  steuert	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  über	  p53	  und	  den	  alternativen	  p53-­‐induzierten	  β-­‐Catenin-­‐Abbauweg	  mit	  Siah1.	  	  
5.1.6 Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  verschiedene	  Wnt-­‐Zielgene	  Es	   konnte	   also	   gezeigt	   werden,	   dass	   CSN5	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   beeinflusst.	   Um	  abschätzen	  zu	  können,	  wie	  weitreichend	  die	  CSN5-­‐Effekte	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  sind,	  d.h.	   ob	   sich	   die	   Effekte	   nicht	   nur	   auf	   die	   Level	   der	   verschiedenen	   β-­‐Catenin-­‐Formen	  auswirken,	   sondern	   auch	   tatsächlich	   der	   gesamte	   Signalweg	   betroffen	   ist,	  wurden	   die	  Effekte	  des	  CSN5-­‐knockdowns	  auf	  Zielgene	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  untersucht.	  	  	  Der	   Effekt	   von	  CSN5/JAB1	   auf	   die	   Zielgene	   des	  Wnt-­‐Signalwegs	  wurde	   per	   SDS-­‐PAGE	  und	   Western	   Blot	   und	   per	   RT-­‐PCR	   analysiert.	   Nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	  entwickelten	   sich	   die	   mRNA-­‐	   und	   Proteinlevel	   der	   untersuchten	   Wnt-­‐Zielgene	   nicht	  gleichsinnig.	   Beispielsweise	   stiegen	   die	   c-­‐MYC-­‐	   und	   CD44-­‐mRNA-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐
knockdown	   leicht	   an,	   während	   die	   MMP7-­‐	   und	   BMP4-­‐mRNA-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐
knockdown	  reduziert	  wurden.	  Die	  RT-­‐PCR-­‐Daten	  sind	  allerdings	  als	  vorläufig	  anzusehen,	  da	  sie	  nur	  aus	  einem	  Pilotexperiment	  stammen.	  Auch	  bei	  der	  Untersuchung	  der	  Effekte	  auf	  die	  Wnt-­‐Zielgene	  auf	  Proteinebene	  waren	  die	  Effekte	  nicht	  so	  eindeutig,	  sodass	  man	  daraus	  schlussfolgern	  könnte,	  dass	  CSN5	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  aktiviert	  oder	  inhibiert.	  Im	  Vergleich	   zu	   anderen	   Proteinen	  waren	   die	   CSN5-­‐mRNA-­‐Level	   nach	  knockdown	   immer	  noch	  recht	  hoch	  und	  wurden	  nur	  um	  etwa	  50%	  reduziert.	  Um	  stärkere	  Effekte	  auf	  die	  Zielgene	   zu	   sehen,	   müssten	   die	   CSN5-­‐Level	   wohl	   nach	   Möglichkeit	   weiter	   reduziert	  werden.	  Eine	  weitere	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  dürfte	  aber	   schwierig	  werden,	  da	  die	  Zellen	   dies	   vermutlich	   nicht	   überleben	   würden.	   Da	   der	   knockdown	   von	   CSN5	   in	   den	  Zellen	  nicht	  nahe	  100%	  war,	  dürfte	  es	  auch	  schwierig	  werden	  Effekte	  zu	  detektieren,	  die	  nicht	  direkt	  vermittelt	  werden,	  sondern	  über	  mehrere	  Proteine	  übertragen	  werden,	  da	  das	   Signal	   mit	   jeder	   Stufe	   des	   signalings	   ein	   wenig	   schwächer	   werden	   dürfte	   und	  zusätzlich	  weitere	  Faktoren	  mitspielen.	  So	  werden	  die	  Proteinlevel	  einiger	  Wnt-­‐Zielgene	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nicht	   ausschließlich	   durch	   β-­‐Catenin	   gesteuert,	   sondern	   auch	   durch	   andere	   Faktoren	  wie	  beispielsweise	  p53	  beeinflusst.	  	  Einige	   der	   in	   diesem	   Rahmen	   untersuchten	   Proteine	   sollen	   nun	   aber	   noch	   einmal	  genauer	  unter	  die	  Lupe	  genommen	  werden,	  ob	  und	  wie	  CSN5	  ihre	  Level	  beeinflusst.	  	  
5.1.6.1 CSN5-­‐knockdown	  führt	  in	  CRC-­‐Zellen	  zu	  einem	  leichten	  Anstieg	  von	  Cyclin	  D1	  Cyclin	  D1	   ist	   ein	  Zielgen	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  und	   spielt	   als	   Cyclin	   eine	   entscheidende	  Rolle	  bei	  der	  Steuerung	  des	  Zellzyklus.	  In	  SW480-­‐Zellen	  waren	  die	  Cyclin	  D1-­‐Level	  nach	  
CSN5-­‐knockdown	   signifikant	   erhöht	   (20%	   Anstieg).	   Auch	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   ließ	  sich	   eine	   Erhöhung	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level	   nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   erkennen.	   In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  war	  kein	  klarer	  CSN5-­‐Effekt	  erkennbar.	  Nach	  Etoposidbehandlung	  sanken	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   signifikant	   (25%	   Reduktion),	   ein	  klarer	   CSN5-­‐Effekt	   war	   in	   diesen	   Experimenten	   in	   HCT116-­‐Zellen	   hingegen	   nicht	  erkennbar.	   Bei	   Etoposid-­‐	   und	   MG132-­‐Gabe	   wurden	   die	   beobachteten	   Effekte	   noch	  deutlicher,	   so	   führte	   Etoposid	   zu	   einer	   deutlichen	   Reduktion	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level	   in	  HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   und	   die	   gleichzeitige	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   hatte	   einen	   kaum	   sichtbaren	   Effekt,	   führte	   aber	   tendenziell	   zu	   einem	   leichten	  Anstieg	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level.	   Allgemein	   scheint	   Etoposid	   die	   Cyclin	   D1-­‐Level	   also	   zu	  senken	  und	  ein	  CSN5-­‐knockdown	   in	  CRC-­‐Zellen	  hingegen	  zu	  einem	  leichten	  Anstieg	  der	  Cyclin	  D1-­‐Level	  zu	  führen.	  Cyclin	  D1	  fördert	  den	  Fortschritt	  des	  Zellzyklus	  durch	  die	  G1-­‐S-­‐Phase	   (Fu	   et	   al.,	   2004)	   und	   wird	   deswegen	   wohl	   bei	   Apoptoseinduktion	   durch	  Etoposid	   herunterreguliert.	   Der	   leichte	   Anstieg	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐
knockdown,	   lässt	   sich	   wohl	   nicht	   über	   den	   Wnt-­‐Signalweg	   erklären,	   da	   ein	   CSN5-­‐
knockdown	  ja	  in	  CRC-­‐Zellen	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  senkt	  und	  somit	  auch	  die	  Transkription	  der	   Zielgene	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   reduziert	   werden	   müsste.	   Infolgedessen	   müssten	  bei	   einer	   ausschließlichen	   Vermittlung	   der	   Signale	   über	   den	  Wnt-­‐Signalweg	   auch	   die	  Cyclin	  D1-­‐Level	  sinken.	  CSN5/JAB1	  hat	  über	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  also	  vermutlich	  keinen	  Effekt	  auf	  Cyclin	  D1.	  	  
5.1.6.2 Einfluss	  von	  CSN5/JAB1	  auf	  c-­‐Jun	  in	  CRC-­‐Zellen	  c-­‐Jun	   ist	   Bestandteil	   des	   AP-­‐1-­‐Transkriptionsfaktors	   und	   ist	   an	   der	   Steuerung	   von	  Proliferation,	   Differenzierung	   und	   Überleben	   der	   Zellen	   beteiligt.	   c-­‐Jun	   ist	   auch	   ein	  Zielgen	  des	  Wnt-­‐Signalwegs.	  	  In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  führte	  der	  CSN5-­‐knockdown	  zu	  einem	  leichten,	  wenn	  auch	  nicht	  signifikanten,	   Anstieg	   der	   c-­‐Jun-­‐Level,	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   dagegen	   zu	   einer	  leichten,	  nicht	   signifikanten,	  Reduktion	  der	   c-­‐Jun-­‐Level.	   In	  SW480-­‐Zellen	  konnte	  keine	  deutliche	  Veränderung	  der	   c-­‐Jun-­‐Level	   durch	  die	  CSN5-­‐Reduktion	  beobachtet	  werden,	  tendenziell	   sanken	   die	   Level	   aber	   eher.	   Wurden	   die	   Zellen	   mit	   Etoposid	   behandelt,	  sanken	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	   bei	   gleichzeitiger	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   sowohl	   in	  HCT116p53wt-­‐	   als	   auch	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   signifikant	   (30-­‐50%	   Reduktion).	   Bei	  MG132-­‐Gabe	  schienen	  die	  c-­‐Jun-­‐Level	  nach	  Etoposidbehandlung	  der	  Zellen	  anzusteigen.	  	  	  Tendenziell	   scheinen	   die	   intrazellulären	   c-­‐Jun-­‐Level	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   zu	   sinken.	  Dieser	  Trend	  könnte	  sich	  über	  einen	  CSN5-­‐Effekt	  via	  Wnt-­‐Signalweg	  erklären	  lassen.	  Bei	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Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   sinken	   wie	   gezeigt	   auch	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   und	   infolge-­‐dessen	  müssten	   auch	   die	   Zielgene	  weniger	   transkribiert	  werden	   und	   somit	   die	   c-­‐Jun-­‐Level	  reduziert	  werden.	  Wahrscheinlicher	  ist	  aber,	  dass	  das	  COP9-­‐Signalosom	  die	  c-­‐Jun-­‐Level	   direkt	   beeinflusst,	   denn	   es	   ist	   bereits	   beschrieben,	   dass	   CSN5/JAB1	   und	   c-­‐Jun	  interagieren	   und	   dass	   das	   CSN	   zur	   Aktivierung	   bzw.	   Stabilisierung	   von	   c-­‐Jun	   beiträgt	  (Naumann	   et	   al.,	   1999).	   Als	   AP-­‐1-­‐Transkriptionsfaktor	   könnte	   c-­‐Jun	   auch	   an	   der	  Transkription	   des	   CTNNB1-­‐Gens	   beteiligt	   sein	   und	   somit	   die	   β-­‐Catenin-­‐Expression	  beeinflussen.	  	  
5.1.6.3 CSN5/JAB1	  steuert	  die	  Survivinlevel	  Survivin	   ist	   ein	   Wnt-­‐Zielgen,	   es	   blockiert	   die	   Apoptose	   und	   wird	   in	   vielen	   humanen	  Tumorentitäten	  überexprimiert.	  	  In	   SW480-­‐Zellen	   wurden	   die	   Survivinlevel	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   leicht,	   aber	   nicht	  signifikant,	   reduziert.	   In	   HCT116p53wt-­‐	   und	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   ließ	   sich	   ein	  interessanter	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  Survivinlevel	  in	  Abhängigkeit	  von	  p53	  beobachten.	  In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   stiegen	   die	   Survivinlevel	   nach	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	  signifikant	   an	   (25%	  Anstieg).	   In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurden	   die	   Survivinlevel	   durch	  den	  CSN5-­‐knockdown	  hingegen	  sehr	  signifikant	  reduziert	  (30%	  Reduktion).	  Behandelte	  man	   die	   Zellen	   zusätzlich	   noch	   mit	   Etoposid	   bzw.	   DMSO	   sahen	   die	   CSN5-­‐Effekte	  hingegen	   schon	   wieder	   völlig	   anders	   aus.	   In	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   bewirkte	   die	  Apoptoseinduktion	  mit	  Etoposid	  eine	  signifikante	  Reduktion	  (25%)	  der	  Survivinlevel,	  in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   hingegen	   einen	   signifikanten	   Anstieg	   (40%)	   der	   Survivinlevel.	  Auch	   der	   Etoposideffekt	   ist	   also	   p53-­‐abhängig.	   Unabhängig	   von	   p53	   führte	   eine	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  in	  den	  HCT116-­‐Zellen	  bei	  gleichzeitiger	  Etoposidbehandlung	  zu	   einer	   signifikanten	   Reduktion	   der	   Survivinlevel	   (~30-­‐40%	   Reduktion).	   Wurden	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  mit	  DMSO	  behandelt,	  führte	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  zu	  einer	  signifikanten	  Reduktion	  der	  Survivinlevel	  (~18%).	  Durch	  das	  DMSO	  verhielten	  sich	  die	  Survivinlevel	  eher	  wie	  in	  den	  Etoposid-­‐behandelten	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  und	  nicht	  wie	  in	   den	   unbehandelten	   HCT116p53wt-­‐Zellen.	   Die	   DMSO-­‐Konzentrationen	   wurden	   zwar	  möglichst	   niedrig	   gehalten,	   sie	   lagen	   bei	   den	   Experimenten	   mit	   Etoposidbehandlung	  aber	   bei	   circa	   0,5%.	   Diese	   DMSO-­‐Konzentration	   war	   wohl	   ausreichend	   die	   HCT116-­‐Zellen	   zu	   stressen	   und	   somit	   ihr	   Verhalten	   gegenüber	   unbehandelten	   Zellen	   zu	  verändern.	   Zukünftige	   Experimente	   sollten	   nach	   Möglichkeit	   also	   mit	   geringeren	  Etoposid-­‐/DMSO-­‐Konzentrationen	  durchgeführt	  werden.	   In	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  hatte	  CSN5	  bei	  gleichzeitiger	  DMSO-­‐Gabe	  keinen	  Effekt	  auf	  die	  Survivinlevel.	  Die	  Effekte	  auf	  die	   Survivinlevel	   sind	   offensichtlich	   stark	   abhängig	   von	   p53,	   werden	   aber	   zusätzlich	  durch	  die	  intrazellulären	  CSN5-­‐Level	  beeinflusst.	  	  Mirza	   et	   al.	   konnten	   zeigen,	   dass	   Survivin	   durch	   p53	   sowohl	   auf	  mRNA-­‐	   als	   auch	   auf	  Proteinebene	   reguliert	   wird.	   Wildtyp-­‐p53	   rief	   eine	   starke	   Repression	   des	   Survivin-­‐promotors	  hervor	  (Mirza	  et	  al.,	  2002).	  Das	  erklärt	  wieso	  die	  Apoptoseinduktion	  durch	  Etoposid,	   das	   zu	   einer	   Erhöhung	   der	   p53-­‐Level	   führt,	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   eine	  Reduktion	  der	  Survivinlevel	  nach	  sich	  zieht.	  Laut	  der	  Veröffentlichung	  von	  Mirza	  et	  al.	  konnte	   mutiertes	   p53	   die	   Survivinexpression	   nicht	   reprimieren.	   Diese	   Beobachtung	  könnte	  erklären,	  wieso	  man	  in	  HCT116-­‐Zellen,	  mit	  einem	  Wildtyp-­‐p53,	  einen	  Effekt	  auf	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die	   Survivinlevel	   erkennen	   kann	   und	   in	   SW480-­‐Zellen,	   mit	   einem	   doppelt	   mutierten	  p53,	   kaum	   Effekte	   auf	   Survivin	   sah	   und	   liefert	   Hinweise,	   dass	   die	   CSN5-­‐Effekte	   auf	  Survivin	  stark	  p53-­‐abhängig	  sind.	  	  
	  	  
Abbildung	   5.2:	   Mögliche	   CSN5-­Effekte	   auf	   Survivin.	   CSN5/JAB1	   könnte	   die	   Survivinlevel	   über	   zwei	  verschiedene	  Wege	  regulieren.	  Zum	  einen	  scheint	  CSN5	  ja	  Einfluss	  auf	  die	  β-­‐Cateninlevel	  zu	  nehmen	  und	  könnte	  die	  Survivinlevel	  somit	  über	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  regulieren.	  Zum	  anderen	  ist	  bekannt,	  dass	  CSN5	  den	  nukleären	  Export	  und	  den	  Abbau	  von	  p53	  fördert	  (Lee	  et	  al.,	  2006).	  p53	  reguliert	  die	  β-­‐Cateninlevel	  herunter	  und	  reprimiert	  die	  Survivinexpression	   (Mirza	  et	  al.,	  2002;	  Sadot	  et	  al.,	  2001).	  Der	  CSN5-­‐Effekt	  auf	  die	  Survivinlevel	  sollte	  also	  auch	  über	  p53	  vermittelt	  werden.	  	  In	  Abbildung	  5.2	  ist	  schematisch	  dargestellt	  wie	  CSN5/JAB1	  auf	  Survivin	  wirken	  könnte.	  Zum	   einen	   scheint	   CSN5	  β-­‐Catenin	   zu	   stabilisieren	   oder	   seine	   Expression	   zu	   fördern.	  Über	  die	  Aktivierung	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  sollte	  CSN5	  dann	  auch	  zu	  einer	  Erhöhung	  der	  Survivinlevel	  beitragen,	  da	  Survivin	  ein	  Zielgen	  des	  Wnt-­‐Signalwegs	  ist.	  Zum	  anderen	  ist	  bekannt,	  dass	  CSN5	  den	  nukleären	  Export	  und	  Abbau	  von	  p53	  fördert	  (Lee	  et	  al.,	  2006).	  Ein	  Teil	  des	  CSN5-­‐Effekts	  auf	  Survivin	  sollte	  also	  auch	  über	  p53	  laufen.	  p53	  reprimiert	  die	  Survivinexpression	  direkt	  (Mirza	  et	  al.,	  2002)	  und	  reguliert	  zusätzlich	  die	  β-­‐Catenin-­‐Level	  herunter	  (Sadot	  et	  al.,	  2001)	  und	  verstärkt	  somit	  die	  Reduktion	  der	  Survivinlevel	  bei	   Apoptoseinduktion.	   Bei	   einem	   CSN5-­‐knockdown	   sollten	   auf	   der	   einen	   Seite	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	  also	  direkt	  gesenkt	  werden	  und	  somit	  auch	  die	  Survivinlevel	  sinken.	  Auf	  der	  anderen	  Seite	  wird	  p53	  bei	  einer	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  weniger	   inhibiert,	  die	  p53-­‐Level	   sollten	   dadurch	   steigen	   und	   die	   Survivinlevel	   infolge	   sinken.	   Werden	   die	  Zellen	   mit	   Etoposid	   behandelt,	   sollten	   die	   p53-­‐Level	   steigen	   und	   infolgedessen	   die	  Survivinlevel	  sinken.	  	  Das	   Modell	   erklärt	   wie	   die	   Etoposidbehandlung	   der	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   zu	   einer	  Reduktion	   der	   Survivinlevel	   führt	   und	   wie	   ein	   zusätzlicher	   CSN5-­‐knockdown	   die	  Survivinlevel	  weiter	  reduzieren	  kann:	  Bei	  Etoposidbehandlung	  und	  CSN5-­‐knockdown	  in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   sollten	   die	   p53-­‐Level	   durch	   das	   Etoposid	   deutlich	   erhöht	   sein,	  sodass	  CSN5	  über	  p53	  kaum	  Regulationsmöglichkeiten	  haben	  dürfte.	  Werden	  die	  CSN5-­‐
Diskussion	   169	  
Level	   aber	   reduziert,	   müsste	   auch	   der	   Wnt-­‐Signalweg	   weniger	   aktiv	   sein	   und	   die	  Survivinlevel	  könnten	  infolgedessen	  weiter	  sinken.	  	  Das	  Modell	  erklärt	  auch	  wieso	  die	  Survivinlevel	  bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  ohne	  p53,	  d.h.	  in	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  mit	  und	  ohne	  Etoposid,	  in	  der	  Zelle	  sinken.	  Ohne	  p53	  in	  der	  Zelle	  ist	  die	  Regulation	  der	  Survivinlevel	  über	  p53	  nicht	  existent.	  Sinken	  die	  CSN5-­‐Level,	  hat	  das	  also	  direkt	  Einfluss	  auf	  den	  Wnt-­‐Signalweg	  und	  somit	  die	  Survivinlevel.	  	  Das	  Modell	  erklärt	  aber	  nicht,	  wieso	  die	  Etoposidbehandlung	  von	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  zu	  einer	  Erhöhung	  der	  Survivinlevel	  führt	  und	  wieso	  die	  Survivinlevel	  in	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  nach	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  ohne	  Etoposid	  steigen.	  Vermutlich	  gibt	  es	  wohl	  noch	  weitere	  Faktoren,	  die	  bei	  der	  Regulation	  der	  Survivinlevel	  eine	  Rolle	  spielen.	  	  Durch	  Erhöhung	  der	  Survivinlevel	  könnte	  CSN5	  der	  Apoptose	  von	  Tumorzellen	  bzw.	  von	  geschädigten	  Zellen	  entgegenwirken	  und	  so	  die	  Tumorgenese	  fördern.	  	  
5.2 CSN5	  fördert	  die	  Proliferation	  von	  Kolorektalkrebszellen	  In	  den	  bisherigen	  Abschnitten	  wurde	  deutlich,	  dass	  CSN5	  als	  Teil	  des	  COP9-­‐Signalosoms	  einige	   Proteine	   in	   ihren	   Leveln	   beeinflusst,	   so	   z.B.	   auch	   einige	   Komponenten	   des	   im	  Kolorektalkrebs	   sehr	   häufig	   mutierten	   Wnt-­‐Signalwegs.	   Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	  konnte	  aber	  auch	  gezeigt	  werden,	  dass	  CSN5/JAB1	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  Proliferation	  von	  Kolorektalkrebszellen	  hat.	  	  	  In	   SW480-­‐,	   HT29-­‐	   und	   CaCo2-­‐Zellen	   führte	   eine	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   zu	   einem	  verminderten	   BrdU-­‐Einbau,	   d.h.	   zu	   einer	   reduzierten	   Proliferationsrate.	   In	   SW480-­‐Zellen	   konnte	   beispielsweise	   ein	   signifikant	   geringerer	   BrdU-­‐Einbau	   (~40%	   weniger	  gegenüber	   scrRNA-­‐transfizierten	   Zellen)	   bei	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   nachgewiesen	  werden.	  In	  diesen	  CRC-­‐Zellen	  wirkt	  CSN5/JAB1	  in	  der	  Regel	  also	  pro-­‐proliferativ,	  d.h.	  es	  fördert	   die	   Proliferation	   der	   Kolorektalkrebszellen.	   Es	   könnte	   verschiedene	  Mechanismen	   geben,	   die	   diesen	   pro-­‐proliferativen	   Effekt	   von	   CSN5	   erklären	   könnten.	  Zum	   einen	   fördert	   CSN5	   ja	   anscheinend	   den	   pro-­‐proliferativen	   Wnt-­‐Signalweg.	   Zum	  anderen	  trägt	  CSN5	  zum	  nukleären	  Export	  und	  Abbau	  des	  Zellzyklusinhibitors	  p27	  bei	  und	  fördert	  somit	  auch	  die	  Proliferation.	  	  Die	   CSN5-­‐Effekte	   auf	   die	   Proliferation	   lassen	   sich	   gut	  mit	   der	   bekannten	  Wirkung	   auf	  p27	  erklären.	   In	  den	  weiter	  oben	  diskutierten	  Ergebnissen,	  ob	  und	  wie	  CSN5	  die	  p27-­‐Level	  beeinflusst,	  waren	  jedoch	  kaum	  Effekte	  erkennbar.	  Das	  könnte	  daran	  liegen,	  dass	  die	   Zellen	   bei	   der	   Lyse	   bereits	   recht	   dicht	   gewachsen	  waren,	   sie	   also	   nur	   noch	  wenig	  proliferierten	  und	  p27	  und	  seine	  Regulation	  aber	  vor	  allem	  während	  der	  Proliferation	  eine	  Rolle	  spielen	  dürften.	  	  CSN5	  fördert	  offensichtlich	  die	  Zellproliferation	  und	  könnte	  somit	  auch	  an	  der	  erhöhten	  Proliferation	  bei	  der	  kolorektalen	  Tumorgenese	  beteiligt	  sein.	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5.3 CSN5	  fördert	  die	  Caspase	  3-­‐Aktivität	  Neben	  der	  Proliferation	  wurde	  auch	  der	  Einfluss	  von	  CSN5	  auf	  die	  Apoptose	  untersucht.	  Einer	  der	  wenigen	  erfolgreichen	  Ansätze	  die	  Apoptose	  in	  CRC-­‐Zellen	  zu	  messen,	  war	  die	  Messung	  der	  Caspase	  3-­‐Aktivität.	  Caspase	  3	  ist	  eine	  Effektorcaspase	  der	  Apoptose.	  	  In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   konnte	   ein	   klarer	   Effekt	   von	   CSN5	   auf	   die	   Caspase	   3-­‐Aktivität	  nachgewiesen	  werden.	   Bei	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	  wurde	   sehr	   signifikant	  weniger	  Etoposid-­‐induzierte	   Caspase	   3-­‐Aktivität	   gemessen	   (etwa	   40%	   weniger	   Aktivität).	  CSN5/JAB1	  wirkt	  in	  den	  Zellen	  also	  überraschenderweise	  pro-­‐apoptotisch.	  	  Die	  Apoptose	  wird	  zu	  großen	  Teilen	  durch	  p53	  vermittelt	  und	  CSN5	  ist	  bekannt	  dafür,	  den	   nukleären	   Export	   und	   den	   Abbau	   von	   p53	   zu	   fördern.	   Bei	   einer	   Reduktion	   der	  CSN5-­‐Level	  müssten	   die	   p53-­‐Level	   also	   eigentlich	   steigen	   (siehe	   auch	   Abbildung	   5.2).	  Mehr	   p53	   sollte	   aber	   eine	   erhöhte	   Apoptoserate	   zur	   Folge	   haben,	   die	   hier	   nicht	  beobachtet	   werden	   konnte.	   Hier	   wurde	   sogar	   das	   genaue	   Gegenteil	   beobachtet,	   dass	  eine	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  auch	  eine	  niedrigere	  Caspase	  3-­‐Aktivität	  zur	  Folge	  hat.	  Erstaunlicherweise	  konnte	  bei	  der	  Untersuchung	  der	  p53-­‐Level	  aber	  teilweise	  auch	  eine	  Reduktion	  von	  p53	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  in	  den	  CRC-­‐Zellen	  beobachtet	  werden,	  so	  z.B.	  auch	   in	   HCT116p53wt-­‐Zellen	   bei	   zusätzlicher	   Etoposidbehandlung	   –	   also	   bei	   gleichen	  Bedingungen	   wie	   im	   Caspase	   3-­Assay.	   Die	   Reduktion	   von	   p53	   durch	   den	   CSN5-­‐
knockdown	  könnte	  auch	  die	  geringere	  Caspase	  3-­‐Aktivität	  erklären.	  Auf	  welchem	  Wege	  CSN5	   aber	   zur	   Stabilisierung	   der	   p53-­‐Level	   in	   den	   CRC-­‐Zellen	   beitragen	   könnte,	   ist	  bislang	   unklar.	  Wenn	   CSN5	   tatsächlich	   die	   Apoptose	   in	   Kolorektalkrebszellen	   fördert,	  müsste	  es	  dem	  ungebremsten	  Wachstum	  von	  Tumorzellen	  und	  der	  damit	  verbundenen	  Tumorgenese	  entgegenwirken.	  	  
5.4 CSN5/JAB1	  fördert	  die	  MIF-­‐Sekretion	  	  MIF	   besitzt	   intrazelluläre	   und	   extrazelluläre	   Funktionen.	   Es	   wird	   als	   Zytokin	  ausgeschüttet,	   bindet	   an	   Oberflächenrezeptoren	   und	   aktiviert	   so	   verschiedene	   Signal-­‐wege	   in	   der	   Zelle.	   CSN5	   ist	   als	   intrazellulärer	   Bindungspartner	   von	  MIF	   bekannt	   und	  könnte	  so	  die	  MIF-­‐Funktion	  und	  -­‐Sekretion	  beeinflussen.	  	  In	  den	  Überständen	  von	  HeLa-­‐,	  HCT116p53wt-­‐	  und	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	  wurde	  die	  MIF-­‐Konzentration	   nach	   CSN5siRNA-­‐	   bzw.	   scrRNA-­‐Transfektion	   gemessen.	   In	   den	  Überständen	   von	   HeLa-­‐Zellen	   konnten	   54-­‐58	  ng	   MIF/ml	   nachgewiesen	   werden.	   Bei	  diesen	  Zellen	  hatte	  die	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  kaum	  Einfluss	  auf	  die	  MIF-­‐Sekretion,	  nach	   Reduktion	   von	   CSN5	   schien	   die	   ausgeschüttete	   MIF-­‐Menge	   aber	   tendenziell	  weniger	  zu	  sein.	  Deutlichere	  CSN5-­‐Effekte	  ließen	  sich	  bei	  den	  HCT116-­‐Zellen	  erkennen.	  Bei	  den	  HCT116p53wt-­‐Zellen	  ließen	  sich	  nach	  CSN5-­‐knockdown	  etwa	  50%	  weniger	  MIF	  im	  Überstand	  nachweisen	  (119	  ng/ml	  gegenüber	  61	  ng/ml	  MIF).	  Bei	  den	  HCT116p53–/–-­‐Zellen	   ließ	   sich	   nach	   CSN5-­‐knockdown	   65%	   weniger	   MIF	   im	   Überstand	   nachweisen	  (73	  ng/ml	   gegenüber	   25	  ng/ml	   MIF).	   Um	   verlässlichere	   Angaben	   über	   die	  ausgeschütteten	  MIF-­‐Mengen	  zu	  erhalten,	  sollten	  die	  Konzentrationen	  noch	  wiederholt	  in	   unabhängigen	   Versuchen	   gemessen	  werden.	   Die	   Tendenzen	  werden	   aber	   auch	  mit	  den	   bereits	   vorliegenden	   Daten	   deutlich.	   Eine	   Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   scheint	   zu	  einer	  verminderten	  MIF-­‐Sekretion	  zu	  führen.	  Dabei	  scheint	  eine	  Stimulation	  der	  Zellen	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mit	  DMSO	  oder	  Etoposid	  die	  sezernierte	  MIF-­‐Menge	  generell	  zu	  erhöhen	  und	  zudem	  den	  CSN5-­‐Effekt	   zu	   verstärken.	   Die	   HeLa-­‐Zellen	   wurden	   nicht	   mit	   Etoposid	   oder	   DMSO	  behandelt.	  Sie	  schütteten	  deutlich	  weniger	  MIF	  aus	  als	  die	  HCT116-­‐Zellen.	  Das	  könnte	  an	  den	  unterschiedlichen	  Zelltypen	  liegen,	  an	  unterschiedlichen	  Zellzahlen	  oder	  an	  der	  fehlenden	  Etoposid-­‐/DMSO-­‐Stimulation.	  Die	  hier	  vorliegenden	  Daten	  der	  HCT116-­‐Zellen	  wurden	   mit	   Überständen	   von	   DMSO-­‐behandelten	   Zellen	   generiert.	   Diese	   DMSO-­‐Behandlung	   könnte	   zu	   einer	   erhöhten	   MIF-­‐Menge	   führen,	   zumal	   die	   Behandlung	   der	  Zellen	  mit	   Etoposid	   die	  MIF-­‐Mengen	   in	   den	   Überständen	   deutlich	   ansteigen	   ließ.	   Vor	  allem	   in	   den	   HCT116-­‐Zellen	   wurde	   deutlich,	   dass	   der	   CSN5-­‐knockdown	   zu	   einer	  verminderten	   MIF-­‐Ausschüttung	   führt.	   Vorstellbar	   wäre,	   dass	   CSN5	   und	   MIF	   einen	  intrazellulären	  Komplex	  bilden	  und	  CSN5	  auf	  diese	  Weise	  MIF	   in	  der	  Zelle	  bindet.	  Bei	  Reduktion	  der	  CSN5-­‐Level	  würde	  man	  dann	  aber	  eher	  eine	  erhöhte	  MIF-­‐Ausschüttung	  erwarten,	  da	  CSN5	  dann	  weniger	  MIF	  binden	  kann.	  Genau	  diese	  Beobachtung	  konnten	  Lue	   et	   al.	   machen.	   In	   den	   Überständen	   von	   HEK293-­‐Zellen	   konnten	   sie	   nach	   CSN5-­‐
knockdown	   mehr	   MIF	   nachweisen	   als	   in	   den	   Überständen	   der	   Kontrollzellen	   mit	  scrRNA-­‐Transfektion	  (Lue	  et	  al.,	  2007).	  Die	  Unterschiede	  in	  den	  Experimenten	  lagen	  vor	  allem	   in	   der	   Verwendung	   unterschiedlicher	   Zelltypen	   und	   der	   DMSO-­‐Behandlung	   der	  HCT116-­‐Zellen.	   Sollten	   sich	   die	   hier	   gezeigten	   Daten	   in	   weiteren	   Experimenten	  bestätigen,	   muss	   CSN5/JAB1	   über	   einen	   noch	   unbekannten	   gewebsspezifischen	  Mechanismus	  Einfluss	  auf	  die	  MIF-­‐Sekretion	  nehmen.	  Merk	  et	  al.	  beschrieben,	  dass	  p115	  die	  MIF-­‐Sekretion	  vermittelt	  (Merk	  et	  al.,	  2009).	  Denkbar	  wäre	  zum	  Beispiel,	  dass	  CSN5	  in	   CRC-­‐Zellen	   p115	   stabilisiert	   oder	   seine	   Expression	   fördert	   und	   so	   auch	   die	   MIF-­‐Sekretion	  unterstützt.	  	  Wenn	   CSN5/JAB1	   tatsächlich	   die	  MIF-­‐Sekretion	   aus	   Kolorektalkrebszellen	   begünstigt,	  würde	   es	   auf	   diese	   Art	   und	  Weise	   die	   Kolorektalkarzinogenese	   fördern,	   da	  MIF	   dann	  über	  einen	  autokrinen	  loop	  verschiedene	  Signalwege,	  wie	  z.B.	  den	  pro-­‐tumorigenen	  Akt-­‐Signalweg,	  aktiviert.	  	  
5.5 Immunhistochemische	  Analyse	  von	  CSN1-­‐,	  CSN5-­‐,	  CSN8-­‐	  und	  MIF-­‐
Leveln	  in	  der	  humanen	  kolorektalen	  Karzinogenese	  
In	   vitro	   konnten	   schon	   einige	   Hinweise	   gesammelt	   werden,	   welche	   Funktionen	  CSN5/JAB1	   in	   Kolorektalkrebszellen	   übernimmt	   und	   wie	   es	   die	   Kolorektal-­‐karzinogenese	   beeinflussen	   könnte.	   Daher	   sollte	   auch	   in	   vivo	   die	   Rolle	   des	   COP9-­‐Signalosoms	  bei	  der	  Tumorgenese	  untersucht	  werden.	  Der	  erste	  Schritt	  war	  dabei	  die	  immunhistochemische	   Analyse	   von	   humanem	   Kolongewebe.	   Dabei	   sollte	   untersucht	  werden,	   ob	   sich	   die	   CSN5-­‐Level,	   die	   Level	   anderer	   CSN-­‐Untereinheiten	   (CSN1,	   CSN8)	  und	   die	   MIF-­‐Level	   in	   verschiedenen	   Tumorentwicklungsstufen	   unterscheiden.	   So	  wurden	   Gewebe	   von	   Patienten	   mit	   Adenomen	   oder	   Karzinomen	   gefärbt	   und	   auf	  Unterschiede	   in	   der	   Proteinexpression	   gegenüber	   Normalgewebe	   untersucht.	   Im	  Rahmen	   dieser	   Arbeit	   wurde	   ein	   immunhistochemisches	   Färbeverfahren	   zur	   Analyse	  von	  CSN5,	  CSN1,	  CSN8	  und	  MIF	  im	  humanen	  Kolon	  etabliert.	  	  	  CSN1,	   CSN8	   und	   MIF	   waren	   bei	   den	   untersuchten	   Patienten	   im	   Tumor-­‐	   und	  Adenomgewebe	   im	   Vergleich	   zu	   Normalgewebe	   überexprimiert.	   Auch	   CSN5	   war	   im	  Adenomgewebe	  im	  Vergleich	  zu	  Normalgewebe	  überexprimiert.	   Im	  Tumorgewebe	  war	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CSN5	   bei	   einigen	   Patienten	   überexprimiert,	   bei	   anderen	   war	   die	   CSN5-­‐Expression	   in	  Normal-­‐	   und	   Tumorgewebe	   vergleichbar	   und	   bei	   einer	   dritten	   Gruppe	   von	   Patienten	  wurde	  im	  Tumorgewebe	  sogar	  weniger	  CSN5	  nachgewiesen	  als	  im	  Normalgewebe.	  Vor	  allem	  für	  CSN5/JAB1	  blieb	  also	  unklar,	  ob	  sich	  die	  Level	  im	  Tumorgewebe	  von	  denen	  im	  Normalgewebe	  unterscheiden	  und	  wenn	  auf	  welche	  Art	  und	  Weise.	  Eine	  Veränderung	  der	   CSN5-­‐Level	   scheint	   zumindest	   stark	   vom	   Patienten	   abzuhängen.	   Eine	   Folgestudie	  mit	   einem	  weit	   größeren	  Patientenkollektiv	  wird	   zur	  Klärung	  dieser	   Frage	  nötig	   sein.	  Dann	  dürfte	  auch	  klarer	  werden,	  ob	  es	  tatsächlich	  verschiedene	  Typen	  von	  Kolorektal-­‐karzinomen	   gibt,	   die	   sich	   durch	   eine	   unterschiedliche	   CSN5/JAB1-­‐Expression	  unterscheiden.	  	  Bislang	   wurde	   in	   erster	   Linie	   beurteilt,	   ob	   sich	   die	   Gesamtfärbung	   zwischen	   den	  verschiedenen	   Gewebetypen	   unterscheidet.	   Da	   sich	   die	   Gewebe	   je	   nach	  Tumorgenesestadium	   aber	   auch	   in	   ihrer	   Struktur	   stark	   unterscheiden	   und	   sich	   das	  Verhältnis	   von	   Zytoplasma	   zu	   Kernen	   beispielsweise	   verändert,	   ist	   dieser	   Gesamt-­‐vergleich	   nicht	   sehr	   aussagekräftig.	   Interessanter	   wäre	   die	   Kernfärbung	   des	  veränderten	   Gewebes	   mit	   der	   Kernfärbung	   des	   Normalgewebes	   zu	   vergleichen.	   Und	  ebenso	   die	   zytoplasmatische	   Färbung	   des	   Tumor-­‐	   oder	   Adenomgewebes	   mit	   der	  Zytoplasmafärbung	   des	   Normalgewebes.	   Dieser	   Vergleich	   ist	   mit	   den	   vorliegenden	  Färbungen	   aber	   nicht	   ohne	   weiteres	   möglich,	   da	   der	   Hintergrund	   in	   den	   gefärbten	  Schnitten	   –	   trotz	   vieler	   Mühen	   –	   immer	   noch	   sehr	   hoch	   ist	   und	   die	   immunhisto-­‐chemischen	  Färbungen	  zu	  stark	  für	  einen	  solchen	  Vergleich	  sind.	  	  Bei	   der	   immunhistochemischen	   Analyse	   der	   CSN1-­‐,	   CSN5-­‐,	   CSN8-­‐	   und	   MIF-­‐Level	   der	  verschiedenen	   Tumorgenesestadien	   sind	   also	   erste	   Trends	   erkennbar.	   Das	   Färbe-­‐verfahren	   sollte	   aber	   in	   Kooperation	   mit	   erfahrenen	   Pathologen	   weiter	   verbessert	  werden,	   um	   die	   unspezifischen	   Färbungen	   weiter	   zu	   reduzieren.	   Denkbar	   wären	  Variationen	  in	  der	  Vorbehandlung	  des	  Gewebes,	  in	  der	  Verdünnung	  der	  Antikörper	  und	  der	  Versuch	  andere	  blockierende	  Reagenzien	  zu	  verwenden,	  um	  den	  Hintergrund	  in	  den	  Färbungen	  weiter	  zu	  reduzieren.	  	  Nichtsdestotrotz	   scheinen	   die	   Ergebnisse	   der	   bisherigen	   immunhistochemischen	  Analyse	  aber	  recht	  plausibel.	  Die	  MIF-­‐Färbungen	  bestätigen	  die	  Daten	  von	  Wilson	  et	  al.	  (Wilson	   et	   al.,	   2005),	   die	   eine	   MIF-­‐Überexpression	   in	   humanem	   Kolorektalkarzinom-­‐gewebe	   nachweisen	   konnten.	   Und	   es	   scheint	   recht	   wahrscheinlich,	   dass	   die	   CSN-­‐Untereinheiten	  in	  Kolorektalkarzinomen	  überexprimiert	  sind,	  da	  sie	  z.B.	  auch	  in	  Brust-­‐	  oder	  Lungentumoren	  eine	  erhöhte	  Expression	  zeigen.	  	  
5.6 Mif	  spielt	  bei	  der	  DSS-­‐induzierten	  Kolitis	  eine	  pro-­‐inflammatorische	  
Rolle	  	  Zur	  Untersuchung	  der	  Rolle	  von	  Csn5	  und	  Mif	  in	  Tumorgenese	  und	  Entzündung	  kamen	  verschiedene	  Mausmodelle	  zum	  Einsatz.	  Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  konnte	  zunächst	  das	  DSS-­‐Kolitismodell	   für	   nachfolgende	   Anwendungen	   etabliert	   werden.	   Durch	   die	   DSS-­‐Behandlung	  zeigten	  die	  Mäuse	  deutliche	  Anzeichen	  einer	  Kolitis	  mit	  Durchfall,	  blutigem	  Stuhl,	  Gewichtsverlust	  und	  Verkürzung	  des	  Kolons	  wie	  in	  der	  Literatur	  beschrieben.	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Mit	  Hilfe	  dieses	  DSS-­‐Modells	  wurde	  dann	  untersucht,	  welche	  Rolle	  Mif	  bei	  der	  murinen	  Kolitis	   spielt.	   Es	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	   zwar	   aufgrund	   der	   DSS-­‐Behandlung	   eine	  Kolitis	   entwickelten,	   diese	   im	  Vergleich	   zu	   den	  Wildtypmäusen	   aber	  deutlich	  abgeschwächt	  war.	  Dies	  wurde	  vor	  allem	  anhand	  des	  Körpergewichts	  deutlich,	  d.h.	  die	  Mif	  –/–-­‐Mäuse	  verloren	  signifikant	  weniger	  Gewicht	  als	  die	  Vergleichsmäuse	  (6%	  gegenüber	   12%	   des	   Ausgangsgewichts).	   Andere	   Parameter	   wie	   Blut	   im	   Stuhl	   oder	  Ausmaß	  des	  Durchfalls	   ließen	  sich	  weniger	  gut	  quantifizieren,	  aber	  generell	  wurde	  bei	  der	  Studie	  deutlich,	  dass	  es	  den	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  nach	  DSS-­‐Behandlung	  besser	  ging	  als	  den	  Wildtypmäusen.	   In	   dieser	   Studie	   konnte	   also	   gezeigt	   werden,	   dass	   Mif	   einen	   pro-­‐inflammatorischen	  Effekt	  bei	  der	  Kolitis	  hat.	  	  Die	  hier	  gezeigten	  Daten	  bestätigen	  die	  Kolitisstudien	  von	  Ohkawara	  et	  al.	  (Ohkawara	  et	  al.,	   2002)	   und	   de	   Jong	   et	   al.	   (de	   Jong	   et	   al.,	   2001).	   Ohkawara	   et	   al.	   untersuchten	   den	  Effekt	   von	   anti-­‐Mif-­‐Antikörpern	   bei	   der	   DSS-­‐induzierten	   Kolitis	   in	   BALB/c-­‐	   und	  C57BL/6-­‐Mäusen	   und	   konnten	   eine	   Reduktion	   der	   Kolitissymptome	   durch	   die	  Antikörper	   beobachten.	   Auch	   im	   Modell	   der	   TNBS	   (Trinitrobenzene	   sulfonic	   acid)-­‐induzierten	   Kolitis	   konnte	   eine	   Verbesserung	   der	   Symptome	   durch	   die	   anti-­‐Mif-­‐Antikörper	   beobachtet	   werden.	   De	   Jong	   et	   al.	   konnten	   in	   Mif	  –/–-­‐Mäusen	   (B6x129-­‐Hintergrund)	  in	  einem	  TNBS-­‐Kolitismodell	  keine	  Kolitis	  induzieren.	  	  	  Unsere	   Daten	   spiegeln	   also	   die	   Daten	   der	   Ohkawara-­‐Studie	   wider.	   In	   beiden	   Studien	  werden	   durch	   eine	   Reduktion	   der	   Mif-­‐Level	   die	   Kolitissymptome	   schwächer,	   bei	   den	  Mäusen	  lässt	  sich	  aber	  eine	  Kolitis	  induzieren.	  Im	  Gegensatz	  zu	  unseren	  Daten	  waren	  de	  Jong	  et	  al.	  in	  ihrem	  Modell	  aber	  in	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  nicht	  in	  der	  Lage	  Kolitis	  zu	  induzieren.	  Diese	   Unterschiede	   zwischen	   den	   Studien	   sind	  wohl	   auf	   die	   unterschiedlichen	  Mäuse	  (C57BL/6	  vs.	  B6x129-­‐Mäuse)	  und	  die	  unterschiedlichen	  Kolitismodelle	  (DSS	  vs.	  TNBS)	  zurückzuführen.	  Alle	  drei	  Studien	  weisen	  aber	  auf	  eine	  pro-­‐inflammatorische	  Rolle	  von	  Mif	  bei	  der	  Kolitis	  hin.	  	  	  
5.7 Konditionaler	  Csn5-­‐knockout	  im	  murinen	  intestinalen	  Epithel	  Im	   Rahmen	   dieses	   Projektes	   wurde	   eine	   konditionale	   Csn5-­‐knockout-­‐Maus	  mit	   einem	  tamoxifeninduzierbaren	   Csn5-­knockout	   im	   intestinalen	   Epithel	   erfolgreich	   gezüchtet.	  Dafür	  wurden	   zunächst	   DNA-­‐Isolierungs-­‐	   und	   Genotypisierungsprotokolle	   in	   unserem	  Labor	  etabliert	  und	  eine	  Zucht	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐	  und	  Csn5-­‐flox-­‐Mäuse	  aufgebaut.	  	  
5.7.1 Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  wird	  im	  Kolon	  konstitutiv	  exprimiert	  In	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäusen	   wurde	   die	   Expression	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  überprüft.	   Dazu	   wurde	   die	   mRNA	   im	   Kolongewebe	   von	   VillinCre-­‐positiven	   und	  Wildtyptieren	  mit	   und	   ohne	   Tamoxifenbehandlung	   via	   RT-­‐PCR	   untersucht.	   Zusätzlich	  wurden	   verschiedene	   Gewebe	   von	   tamoxifenbehandelten	   VillinCre-­‐positiven	   und	  Wildtypmäusen	  per	  SDS-­‐PAGE	  und	  Western	  Blot	  analysiert.	  	  	  Es	   zeigte	   sich,	   dass	   die	   Expression	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   nicht	   von	   der	  Tamoxifenbehandlung,	   sondern	   ausschließlich	   vom	   Genotyp	   der	   Mäuse	   abhängig	   ist.	  Das	   bedeutet,	   dass	   die	   Cre-­‐Rekombinase	   tatsächlich	   konstitutiv	   exprimiert	   wird.	   Ihre	  Aktivität	   wird	   hingegen	   über	   Tamoxifen	   gesteuert	   werden,	   da	   die	   VillinCre-­‐ERT2-­‐
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Rekombinase	   ein	   Fusionsprotein	   mit	   Teilen	   des	   Östrogenrezeptors	   ist.	   Dass	   die	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   auch	   tatsächlich	   aktiv	   ist,	   zeigte	   sich	   in	   später	   ange-­‐sprochenen	  Experimenten.	  Positiv	  zu	  werten	  ist,	  dass	  der	  Nachweis	  der	  Cre-­‐Expression	  sich	  mit	  den	  von	  uns	  zuvor	  ermittelten	  Genotypen	  deckt.	  Die	  RT-­‐PCR-­‐Daten	  bestätigen	  also	   die	   Zuverlässigkeit	   der	   von	   uns	   genutzten	   Genotypisierungsprotokolle	   für	   die	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse.	   Auch	   auf	   Proteinebene	   ließ	   sich	   die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nachweisen.	   Im	   proximalen	   Kolon	   ließ	   sich	   die	   Rekombinase	   bei	   allen	   VillinCre-­‐positiven	   Mäusen,	   nicht	   aber	   bei	   den	   Wildtyptieren,	   nachweisen.	   Dabei	   war	   die	  Expression	   unabhängig	   davon,	   wie	   lange	   vorher	   Tamoxifen	   injiziert	   wurde.	   Die	  Expression	   der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  war	   offensichtlich	   gewebsspezifisch,	   denn	  im	  proximalen	  und	  distalen	  Kolon	  ließ	  sich	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nachweisen,	  im	   Herz	   dagegen	   nicht.	   Diese	   Beobachtungen	   decken	   sich	   mit	   der	   Beschreibung	   der	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Mäuse	  durch	  el	  Marjou	  et	  al.	  (el	  Marjou	  et	  al.,	  2004).	  Die	  Gruppe	  konnte	  die	  Villin-­‐Expression	   im	  proximalen	  und	  distalen	  Kolon	  nachweisen,	   in	  der	  Lunge	  und	  im	   Herzen	   dagegen	   nicht.	   El	   Marjou	   et	   al.	   beschreiben	   allerdings	   auch	   eine	   Villin-­‐Expression	   in	   den	   verschiedenen	   Dünndarmabschnitten.	   Vermutlich	   wurde	   auch	   in	  unseren	  Mäusen	   im	  Dünndarmgewebe	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	   exprimiert,	   die	  Konzentration	  des	  nachzuweisenden	  Proteins	  lag	  in	  den	  hier	  aufgetragenen	  Proben	  aber	  wohl	  unter	  der	  Nachweisgrenze,	  sodass	  die	  Rekombinase	  im	  Dünndarm	  nicht	  detektiert	  werden	  konnte.	  Von	  einer	  Wiederholung	  des	  Versuchs	  wurde	  aber	  zunächst	  abgesehen,	  da	  der	  Fokus	  des	  Projekts	  auf	  dem	  Kolon	  liegt	  und	  sich	  hier	  die	  Expression	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  eindeutig	  nachweisen	  ließ.	  	  
5.7.2 Der	  Csn5-­‐knockout	  im	  intestinalen	  Epithel	  ist	  letal	  
VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase-­‐	   und	   homozygot	   Csn5-­‐gefloxte	   Mäuse	   wurden	   erfolgreich	  verpaart.	   Die	   Nachkommen	   dieser	   Zucht	   verhielten	   sich	   vollkommen	   unauffällig	   und	  zeigten	   keinerlei	   Anzeichen	   eines	   Csn5-­‐knockouts	   durch	   eine	   möglicherweise	  konstitutive	  Aktivität	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase.	  Es	  wurde	  nun	  überprüft,	  ob	  sich	  der	  Csn5-­‐knockout	  durch	  eine	  Tamoxifenbehandlung	  der	  Mäuse	  induzieren	  lässt.	  	  	  Der	   Csn5-­‐knockout	   wurde	   zunächst	   nach	   dem	   von	   el	   Marjou	   et	   al.	   beschriebenen	  Protokoll	  zur	  Tamoxifeninduktion	  der	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  durchgeführt,	  in	  dem	  15	   Tage	   alte	   Mäuse	   an	   fünf	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   mit	   Tamoxifen	   behandelt	  wurden.	  Es	  wurde	  schnell	  deutlich,	  dass	  Mäuse	  mit	  einem	  100%igen	  Csn5-­‐knockout	   im	  intestinalen	  Epithel	  innerhalb	  weniger	  Tage	  versterben.	  Je	  nach	  Individuum	  verstarben	  die	  Mäuse	  8-­‐12	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifeninjektion.	  Die	  betroffenen	  Tiere	  verloren	  kurz	   vor	   Ende	   ihres	   Lebens	   deutlich	   an	   Gewicht	   und	   hatten	   Blut	   im	   Stuhl	   mit	  durchfallartiger	  Konsistenz.	  Die	  Tiere	  bekamen	  einen	  Ringelschwanz,	  der	  auf	  eine	  totale	  Dehydrierung	  der	  Mäuse	  hindeutet.	   Zusätzlich	  verkürzte	   sich	  das	  Kolon	  bei	  den	  Csn5-­‐
knockout-­‐Mäusen	  um	  etwa	  35%.	  Vermutlich	  verlor	  das	  Kolon	  durch	  den	  Csn5-­‐knockout	  seine	  gesamte	  Funktionalität,	  die	  vor	  allem	  in	  der	  Rückresorption	  von	  Wasser	  aus	  dem	  Nahrungsbrei	   besteht.	   Das	   spiegelte	   sich	   auch	   im	   durchfallartigen	   Stuhl	   und	   der	  Dehydrierung	   der	   Mäuse	   wider.	   Die	   Verkürzung	   des	   Kolons	   könnte	   auf	   eine	  entzündliche	   Reaktion	   des	   Kolongewebes	   hindeuten.	   Der	   Grund	   für	   diese	   starken	  Effekte	  könnte	  die	  Unfähigkeit	  der	  Epithelzellen	  sein,	  ohne	  Csn5	  zu	  proliferieren.	  Dass	  
Diskussion	   175	  
Csn5	  eine	  entscheidende	  Rolle	  bei	  der	  Proliferation	  spielt,	  wurde	  ja	  bereits	  mittels	  der	  in	  
vitro-­BrdU-­‐Assays	  deutlich.	  	  Überraschend	   ist	   aber,	   wie	   schnell	   die	   beobachteten	   Effekte	   eintraten.	   Das	   lässt	   sich	  aber	  vermutlich	  durch	  die	  hohen	  Proliferationsraten	  im	  Darmepithel	  erklären,	  denn	  das	  Darmepithel	   ist	   eines	   der	   am	   stärksten	   proliferierenden	   Gewebe	   des	   Körpers.	   Im	  Kryptengrund	   sitzen	   Stammzellen,	   aus	   denen	   permanent	   neue	   Epithelzellen	   gebildet	  werden.	   Diese	   neu	   gebildeten	   Epithelzellen	   wandern	   dann	   unter	   zunehmender	  Differenzierung	  Richtung	  Oberflächenepithel.	  Die	  Lebensdauer	  der	  Kolonozyten	  beträgt	  höchstens	  6	  Tage.	  Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  wird	  wohl	  in	  diesen	  Stammzellen	  des	  Kryptengrunds	  aktiv	  und	  bewirkt	  genau	  in	  diesen	  Zellen	  den	  Csn5-­‐knockout.	  Wenn	  die	  Proliferation	  in	  den	  Stammzellen	  durch	  den	  Csn5-­‐knockout	  nicht	  mehr	  oder	  kaum	  noch	  stattfinden	  kann,	  so	  können	  auch	  keine	  neuen	  Epithelzellen	  mehr	  gebildet	  werden.	  Das	  hätte	  einen	  Verlust	  des	  gesamten	  Epithels	  innerhalb	  von	  6	  Tagen	  nach	  totalem	  Verlust	  des	   Csn5	   im	   Gewebe	   zur	   Folge.	   Dazu	   würde	   auch	   die	   Beobachtung	   passen,	   dass	   das	  Darmgewebe	   durch	   den	  Csn5-­‐knockout	   dünner	   und	   brüchiger	  wird.	   Per	  Western	   Blot	  konnte	   zudem	   gezeigt	   werden,	   dass	   die	   Tamoxifenbehandlung	   tatsächlich	   zu	   einem	  Verschwinden	   des	   Csn5	   in	   den	   Darmgeweben	   führt.	   So	   ließ	   sich	   im	   Kolon	   und	   im	  Dünndarm	  von	  VillinCre-­‐positiven	  Mäusen	  nach	  Tamoxifenbehandlung	  kein	  Csn5/Jab1	  nachweisen,	  in	  Geweben	  wie	  Herz	  oder	  Lunge,	  in	  denen	  die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  nicht	  aktiv	  ist,	  konnte	  hingegen	  Csn5	  nachgewiesen	  werden.	  Auch	  im	  Kolongewebe	  der	  Kontrollmäuse,	  d.h.	  ohne	  Tamoxifenbehandlung	  oder	  ohne	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase,	  konnte	   Csn5/Jab1	   nachgewiesen	   werden.	   Das	   zeigt,	   dass	   die	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  gewebsspezifisch	  und	  nur	  nach	  Tamoxifengabe	  aktiv	  wird.	  	  Erstaunlich	   war,	   dass	   sich	   in	   einigen	   Kolon-­‐	   und	   Dünndarmproben	  weder	   Csn5	   noch	  Aktin	   oder	   Tubulin	   nachweisen	   lässt.	   Aktin	   oder	   Tubulin	   müsste	   sich	   in	   jeder	   Zelle	  nachweisen	   lassen.	  Mit	  einer	  Coomassiefärbung	  konnte	  sichergestellt	  werden,	  dass	  die	  verwendeten	  Proben	  überhaupt	  Protein	   enthielten.	   In	  den	  betroffenen	  Proben	   scheint	  tatsächlich	  tendenziell	  weniger	  Protein	  zu	  sein,	  auch	  wenn	  beim	  Auftragen	  auf	  die	  SDS-­‐PAGE-­‐Gele	   darauf	   geachtet	   wurde,	   in	   jeder	   Spur	   gleich	   viel	   Protein	   aufzutragen.	  Vermutlich	  waren	  auch	  in	  diesen	  Proben	  Aktin-­‐	  und	  Tubulinproteine	  vorhanden,	  diese	  waren	  aber	  so	  gering	  konzentriert,	  dass	  sie	  unterhalb	  der	  Nachweisgrenze	  waren.	  Die	  in	  der	   Coomassiefärbung	   sichtbaren	   Proteine	   könnten	   in	   erster	   Linie	   Matrix-­‐	   und	  Basalmembranproteine	  sein,	  die	  zurückbleiben,	  wenn	  die	  Epithelzellen	  verschwinden.	  	  Um	   die	   starken	   Effekte	   des	   Csn5-­knockouts	   zu	   verstehen	   und	   um	   die	   zu	   Grunde	  liegenden	  Mechanismen	  aufzuklären,	  wurden	  histologische	  Analysen	  des	  Kolongewebes	  zu	   verschiedenen	   Zeitpunkten	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifeninjektion	   durchgeführt.	   Die	  HE-­‐Färbungen	   offenbarten	   die	   massiven	   histologischen	   Veränderungen	   des	  Kolonepithels	  nach	  Csn5-­knockout.	  2	  und	  4	  Tage	  nach	  Beginn	  der	  Tamoxifenbehandlung	  zeigten	   sich	   noch	   keine	   deutlichen	   Veränderungen	   in	   der	   Gewebestruktur,	   ab	   Tag	   6	  ließen	   sich	   erste	  Auswirkungen	  des	  Csn5-­‐knockouts	   erkennen,	   die	   sich	  bis	  Tag	  9	  noch	  deutlich	   verstärkten.	   So	   schien	   sich	   das	   Lumen	   der	   Krypten	   zunächst	   vor	   allem	   am	  Kryptengrund	   zu	   vergrößern	   (Tag	   6).	   An	   Tag	   9	   wirkte	   die	   Epithelschicht	   in	   den	  gesamten	   Krypten	   deutlich	   ausgedünnt	   und	   die	   Lumen	   vergrößert.	   Diese	  Beobachtungen	  stützen	  die	  bereits	  vorgeschlagene	  Theorie,	  dass	  der	  Csn5-­knockout	  eine	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Proliferation	   der	   Stammzellen	   im	   Kryptengrund	   verhindert	   und	   keine	   neuen	  Epithelzellen	  gebildet	  werden	  können.	  Auch	  der	  zeitliche	  Rahmen	  würde	  passen,	  da	  das	  Epithel	  normalerweise	  nach	  sechs	  Tagen	  komplett	  ausgetauscht	  ist	  und	  sich	  sechs	  Tage	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifenbehandlung	  die	  ersten	  histologischen	  Veränderungen	  zeigten.	  Wenn	   man	   davon	   ausgeht,	   dass	   der	   Csn5-­knockout	   nach	   der	   ersten	   Tamoxifen-­‐behandlung	   noch	   nicht	   vollständig	   ist,	   sondern	  mehrere	   Injektionen	   dafür	   von	   Nöten	  sind,	  lässt	  sich	  auch	  erklären	  wieso	  die	  Veränderungen	  zwischen	  Tag	  6	  und	  Tag	  9	  noch	  verstärkt	   wurden.	   Um	   das	   Verschwinden	   des	   Csn5/Jab1	   aus	   dem	   Gewebe	   nachvoll-­‐ziehen	  zu	  können,	  wäre	  einer	  der	  nächsten	  Schritte	  eine	  immunhistochemische	  Analyse	  der	   Proben.	   Auf	   diese	   Weise	   könnte	   auch	   überprüft	   werden,	   wie	   verschiedene	  intrazelluläre	   Csn5-­‐Interaktionspartner,	   z.B.	   p27	   und	   Mif,	   auf	   den	   Verlust	   des	   Csn5	  reagieren	   bzw.	   wie	   sich	   ihre	   Level	   und	   ihre	   Lokalisation	   möglicherweise	   verändern.	  Theoretisch	   wäre	   es	   auch	   möglich,	   dass	   die	   beobachteten	   Veränderungen	   in	   der	  Kolonstruktur	   allein	   auf	   die	   Behandlung	   mit	   Tamoxifen	   zurückzuführen	   sind.	   Zur	  Kontrolle	   sollten	   also	   auch	   noch	   VillinCre-­‐negative,	   homozygot	   gefloxte	   Mäuse	   mit	  Tamoxifen	   behandelt	   und	   ihr	   Gewebe	   nach	   der	   gleichen	   Methode	   analysiert	   werden.	  Dass	  Tamoxifen	  alleine	  diese	  Veränderungen	  auslöst,	  kann	  aber	  ausgeschlossen	  werden,	  da	   Cre-­‐negative	   Tiere	  mehrfach	  mit	   Tamoxifen	   behandelt	  wurden	   und	   diese	   keinerlei	  Krankheitssymptome	   zeigten.	   Die	   histologischen	   Analysen	   unterstreichen	   auch	   die	  Beobachtung,	   dass	   sich	   Aktin	   und	   Tubulin	   in	   Western	   Blots	   nur	   noch	   schwer	  nachweisen	   lassen,	   da	   die	   Epithelzellschicht	   nach	   Csn5-­knockout	   offensichtlich	   weit-­‐gehend	  verschwindet.	  	  
5.7.3 Auch	  ein	  50%iger	  Csn5-­‐knockout	  im	  intestinalen	  Epithel	  ist	  letal	  Im	  Rahmen	  des	  Projektes	  war	  in	  erster	  Linie	  geplant,	  die	  Rolle	  von	  Csn5	  in	  der	  Kolitis	  und	  in	  der	  kolorektalen	  Tumorgenese	  mit	  Hilfe	  der	  von	  uns	  gezüchteten	  konditionalen	  
Csn5-­‐knockout-­‐Maus	   zu	   untersuchen.	   Diese	   Studien	   waren	   aufgrund	   der	   kurzen	  Überlebensdauer	  der	  Mäuse	  mit	  homozygotem	  Csn5-­knockout	  aber	  nicht	  ohne	  weiteres	  möglich.	  Daher	  wurde	  in	  mehreren	  Ansätzen	  versucht,	  den	  Csn5-­‐knockout	  nur	  teilweise	  oder	   zu	   einem	  weniger	   entscheidenden	   Zeitpunkt	   zu	   induzieren,	   um	  die	   Lebensdauer	  der	  Mäuse	   zu	   erhöhen	  und	   somit	   auch	  Tumor-­‐	   oder	  Entzündungsstudien	   im	  Darm	   zu	  ermöglichen.	  	  Nach	  bewährtem	  Protokoll	  wurde	  zunächst	  ein	  Csn5-­knockout	  in	  VillinCre-­‐positiven	  und	  heterozygot	   gefloxten	   Mäusen	   induziert,	   um	   einen	   50%igen	   Csn5-­knockout	   im	   Darm-­‐gewebe	   zu	   erzielen.	   Aber	   auch	   eine	   Reduktion	   der	   Csn5-­‐Level	   um	   50%	   führte,	   in	  gleichem	  Maße	  wie	  beim	  100%igen	  Csn5-­knockout	  beobachtet,	  zu	  den	  schon	  bekannten	  Symptomen	  des	  Csn5-­knockouts	  und	  innerhalb	  weniger	  Tage	  zum	  Tod	  der	  Mäuse.	  Dabei	  überlebten	  die	  Mäuse	  mit	  heterozygotem	  Csn5-­knockout	  nur	  maximal	  7	  Tage,	  d.h.	  sogar	  kürzer	  als	  die	  Mäuse	  mit	  100%igem	  Csn5-­knockout.	  Die	  Überlebensdauer	  der	  Mäuse	  mit	  homozygotem	  und	  heterozygotem	  Csn5-­knockout	  dürfte	  aber	  bei	  einem	  Vergleich	  einer	  größeren	   Gruppe	   von	   Mäusen	   vergleichbar	   ausfallen.	   Die	   hier	   gezeigten	   Daten	  entstammen	   nur	   einer	   sehr	   kleinen	   Anzahl	   von	  Mäusen,	   sodass	   die	   unterschiedlichen	  Überlebensdauern	   vor	   allem	   auf	   die	   individuellen	   Unterschiede	   der	   Mäuse	   zurück-­‐zuführen	  sein	  dürften.	  Es	  überrascht,	  dass	  selbst	  eine	  50%ige	  Reduktion	  der	  Csn5/Jab1-­‐Level	  zum	  Tod	  der	  Mäuse	  führt.	  Eigene	  in	  vitro-­‐Versuche	  und	  die	  Daten	  von	  Tomoda	  et	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al.	   mit	   Jab1+/–-­‐MEFs	   zeigten,	   dass	   die	   Zellen	   nur	  mäßig	   proliferierten	   (Tomoda	   et	   al.,	  2004).	  Der	   gleiche	  Effekt	   der	   stark	   verminderten	  Proliferation	   sollte	   sich	   also	   auch	   in	  den	  intestinalen	  Epithelzellen	  mit	  einer	  50%igen	  Reduktion	  der	  Csn5/Jab1-­‐Level	  zeigen	  und	  erklärt	  wieso	  auch	  die	  Mäuse	  mit	  einem	  heterozygoten	  Csn5-­knockout	  vergleichbare	  Symptome	   wie	   die	   Mäuse	   mit	   homozygotem	   Csn5-­knockout	   zeigten.	   Die	   Effekte	   der	  verminderten	   Csn5-­‐Level	   auf	   die	   Proliferation	   erklären	   auch,	  wieso	   es	   in	   vitro	   in	   den	  Kolorektalkrebszellen	   schwierig	   war,	   die	   CSN5/JAB1-­‐Level	   durch	   die	   siRNA-­‐Transfektion	  um	  mehr	  als	  60%	  zu	  reduzieren,	  obwohl	  die	  Level	  von	  anderen	  Proteinen	  mit	  dieser	  Technik	  um	  80-­‐90%	  reduziert	  werden	  können.	  	  	  In	  einem	  weiteren	  Ansatz	  wurde	  versucht,	  die	  Lebenszeit	  der	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse	  zu	  verlängern.	  Dabei	  wurden	  deutlich	  ältere	  homozygot	  Csn5-­‐gefloxte	  Tiere	  genommen,	  da	  es	  möglich	  wäre,	  dass	  Kolon-­‐Csn5	  vor	  allem	  im	  Wachstum	  und	  bei	  der	  Entwicklung	  der	  Mäuse	   essentiell	   ist.	   Zudem	   wurden	   die	   Mäuse	   nur	   an	   vier	   Tagen	   mit	   Tamoxifen	  behandelt.	   Aber	   auch	   diese	   Tiere	   entwickelten	   innerhalb	   weniger	   Tage	   die	   schon	  bekannten	   Krankheitssymptome	   und	   verstarben	   nach	   maximal	   9	   Tagen.	   Die	  Überlebensdauer	   unterscheidet	   sich	   bei	   den	   verschiedenen	   Csn5-­knockout-­‐Induktionsprotokollen	   nur	   marginal	   und	   derzeit	   erkennbare	   Unterschiede	   dürften	   in	  erster	   Linie	   auf	   unterschiedliche	   Reaktionen	   der	   Individuen	   auf	   den	   Csn5-­knockout	  zurückzuführen	  sein.	  	  Alle	   bisher	   erprobten	   Alternativprotokolle	   der	   Tamoxifeninduktion	   führten	   nicht	   zu	  einer	   Verlängerung	   der	   Lebenszeit	   der	   Mäuse	   und	   ermöglichen	   so	   auch	   nicht	   die	  Durchführung	  der	  geplanten	  Kolitis-­‐	  oder	  Tumorgenesestudien	  mit	  den	  Csn5-­knockout-­‐Mäusen.	   In	   Zukunft	   könnte	   noch	   versucht	   werden,	   die	   Tamoxifendosis	   stark	   zu	  reduzieren,	   z.B.	   die	   Mäuse	   nur	   an	   einem	   Tag	   mit	   Tamoxifen	   zu	   behandeln,	   in	   der	  Hoffnung,	   dass	   dadurch	   der	   Csn5-­knockout	   nicht	   in	   allen	   Stammzellen	   stattfindet.	  Zusätzlich	   könnte	   die	   reduzierte	   Tamoxifendosis	   Mäusen	   gegeben	   werden,	   die	  heterozygot	   für	   das	   gefloxte	   Csn5-­‐Gen	   sind,	   um	   so	   die	   knockout-­‐Rate	   weiter	   zu	  reduzieren.	  Dabei	  dürfte	  es	  interessant	  werden,	  genau	  die	  Tamoxifendosis	  zu	  finden,	  die	  die	  Mäuse	   deutlich	   länger	   überleben	   lässt,	   sich	   auf	   der	   anderen	   Seite	   aber	   auch	   noch	  Unterschiede	  zu	  den	  Vergleichsmäusen	  ohne	  Csn5-­knockout	  erkennen	  lassen.	  	  Die	   Csn5-­knockout-­‐Studien	   machen	   jedoch	   insgesamt	   deutlich,	   dass	   Csn5	   in	   den	  Darmzellen	   eine	   absolut	   essentielle	   Rolle	   spielt.	   So	   ist	   Csn5	   mit	   seinen	   Interaktions-­‐partnern	  verantwortlich	  für	  die	  Funktionalität	  und	  Integrität	  des	  Darmepithels.	  	  
5.8 Der	  konditionale	  Csn5-­‐knockout	  wurde	  erfolgreich	  in	  den	  ApcMin/+-­‐
Hintergrund	  gezüchtet	  	  
ApcMin/+-­‐Mäuse	   konnten	   in	   meinen	   Händen	   zuverlässig	   genotypisiert	   und	   erfolgreich	  gezüchtet	   werden.	   Ebenso	   konnten	   gängige	   Analysemethoden	   der	   ApcMin/+-­‐Tumor-­‐genese	  für	  spätere	  Studien	  zur	  Rolle	  von	  Csn5	  in	  unserem	  Labor	  etabliert	  werden.	  Dabei	  wurde	  deutlich,	  dass	  die	  ApcMin/+-­‐Mäuse	  vor	  allem	  im	  Dünndarm	  und	  im	  Kolon	  Tumore	  entwickelten,	   wenige	   Tumore	   fanden	   sich	   aber	   auch	   im	   Magen.	   Die	   Mehrzahl	   der	  Tumore	  war	  recht	  klein	  mit	  1-­‐3	  mm,	  nur	  wenige	  Tumore	  waren	  größer.	  Für	  verlässliche	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Daten	  wo,	  wie	  viele	  und	  Tumore	  welcher	  Größe	  ApcMin/+-­‐Mäuse	  in	  der	  Regel	  entwickeln,	  müssten	  aber	  noch	  mehr	  Mäuse	  dieses	  Genotyps	  analysiert	  werden.	  	  Die	   konditionale	   Csn5-­‐knockout-­‐Maus	   wurde	   erfolgreich	   in	   den	   ApcMin/+-­‐Hintergrund	  gezüchtet	  und	  steht	  nun	  für	  weitere	  Studien	  zur	  Rolle	  des	  Csn5	  in	  der	  Tumorgenese	  zur	  Verfügung.	   Tumorgenesestudien	   laufen	   in	   der	   Regel	   über	   mehrere	   Wochen	   oder	  Monate.	   Da	   unsere	  Csn5-­‐knockout-­‐Maus	   aber	   bereits	  wenige	   Tage	   nach	   Induktion	   des	  
knockouts	   verstirbt,	   sind	  diese	  Langzeitstudien	  nicht	  ohne	  weiteres	  möglich.	  Um	  diese	  Studien	   trotzdem	   durchführen	   zu	   können,	   müsste	   erst	   ein	   Csn5-­knockout-­‐Protokoll	  gefunden	   werden,	   dass	   die	   Mäuse	   einerseits	   deutlich	   länger	   leben	   lässt,	   sich	   auf	   der	  anderen	   Seite	   aber	   auch	   Unterschiede	   in	   der	   Tumorgenese	   im	   Vergleich	   zu	   ApcMin/+-­‐Mäusen	   ohne	   knockout	   erkennen	   lassen.	   Ein	   anderer	   Ansatz	   wäre	   die	   Isolation	   von	  intestinalen	   Epithelzellen	   aus	   diesen	   Mäusen,	   um	   weitere	   Studien	   in	   vitro,	   z.B.	  Proliferationsassays,	   durchführen	   zu	   können.	   Denkbar	   wäre	   auch	   die	   Isolation	   von	  Lgr5+	  Stammzellen	  des	  Kryptengrunds.	  Die	  Gruppe	  um	  H.	  Clevers	  berichtet	  von	  der	   in	  
vitro-­‐Zucht	   von	   Krypten-­‐Villus-­‐ähnlichen	   Organoiden	   aus	   Lgr5+	   Stammzellen	   (Sato	   et	  al.,	  2009).	  Die	  VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase	  dürfte	  nach	  Tamoxifenbehandlung	  genau	   in	  diesen	   Stammzellen	   aktiv	   werden,	   d.h.	   dort	   einen	   Csn5-­knockout	   auslösen.	   Da	   die	  Stammzellen	   mit	   vollständigem	   Csn5-­‐knockout	   aber	   vermutlich	   nicht	   mehr	   oder	   nur	  sehr	  wenig	  proliferieren,	  könnte	  es	  von	  Vorteil	  sein	  Zellen	  zu	  nehmen,	  die	  heterozygot	  für	  den	  Csn5-­‐flox	   sind,	   oder	  das	  Tamoxifen	   erst	   in	   vitro	   zu	  den	  Zellen	   zu	   geben.	  Dann	  könnte	   die	   in	   vitro-­‐Kryptenzucht	   interessante	   Erkenntnisse	   liefern,	   wie	   sich	   die	  Stammzellen	  nach	  Csn5-­knockout	  verhalten.	  	  
5.9 Mif	  ist	  essentiell	  für	  die	  Effekte	  des	  intestinalen	  Csn5-­‐knockouts	  	  Um	   das	   Zusammenspiel	   der	   intrazellulären	   Interaktionspartner	   Mif	   und	   Csn5/Jab1	  besser	  zu	  verstehen,	  wurde	  eine	  Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	  gezüchtet.	  Dazu	  wurde	  die	  konditionale	  Csn5-­knockout-­‐Maus	   in	  den	  Mif	  –/–-­‐Hintergrund	  gezüchtet.	  Neben	  dem	  tamoxifenabhängigen	   Csn5-­knockout	   im	   intestinalen	   Epithel	   haben	   diese	   Mäuse	   also	  einen	  Mif-­knockout	  in	  allen	  Geweben.	  	  Erstaunlicherweise	   führte	   die	   Induktion	   eines	   heterozygoten	   Csn5-­knockouts	   bei	  gleichzeitigem	  Mif-­knockout	   nicht	   zu	   den	   erwarteten	   Symptomen	   des	   Csn5-­knockouts	  und	  nicht	  zu	  einem	  vorzeitigen	  Tod	  der	  Mäuse.	  Die	  Mäuse	  legten	  an	  Gewicht	  zu,	  hatten	  kein	   Blut	   im	   Stuhl	   und	   leben	   noch	   mehr	   als	   180	   Tage	   nach	   Tamoxifenbehandlung.	  Einzige	  Auffälligkeit	  sind	  Tumore	  am	  Bauch	  der	  Mäuse.	  	  Der	   zusätzliche	  Mif-­knockout	   scheint	   die	   Effekte	   des	   Csn5-­knockouts	   also	   vollständig	  aufzuheben.	  Da	  sich	  in	  den	  Kolitisstudien	  eine	  pro-­‐inflammatorische	  Rolle	  des	  Mif	  zeigte	  und	   ein	  Fehlen	  des	  Mif	   die	  Csn5-­knockout-­‐Effekte	   aufhob,	   könnten	   sich	  die	   Symptome	  nach	  Csn5-­knockout	  auf	  eine	  Entzündung	  des	  Darmgewebes	  zurückführen	  lassen.	  Darauf	  deutet	  auch	  die	  Verkürzung	  des	  Kolons	  nach	  Csn5-­knockout	  hin.	  Eine	  weitere	  mögliche	  Erklärung	   der	   Effekte	   ist	   die	   zumindest	   teilweise	   Vermittlung	   durch	   p27.	   Csn5/Jab1	  fördert	   bekanntlich	   den	   nukleären	   Export	   und	   Abbau	   des	   Zellzyklusinhibitors	   p27	  (Tomoda	  et	  al.,	  2002).	  Fällt	  Csn5	  weg,	  wird	  p27	  wohl	  nicht	  mehr	  abgebaut	  und	  die	  p27-­‐Konzentrationen	  müssten	  in	  der	  Zelle	  steigen,	  sodass	  sie	  nicht	  mehr	  proliferieren	  kann.	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Gerade	  im	  hochproliferativen	  Darmepithel	  dürfte	  das	  dramatische	  Auswirkungen	  haben	  und	  dürfte	   zu	  einem	  Wegfall	  des	  Epithels	   führen,	  da	  es	  nicht	  mehr	  nachgebildet	  wird.	  Dieser	  Effekt	  war	   ja	   in	  den	  HE-­‐Färbungen	  der	  Kolongewebe	  der	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse	  zu	  erkennen.	  Mif	  könnte	  dem	  Ganzen	  nun	  via	  p27	  entgegenwirken.	  MIF	  stabilisiert	  p27	  und	   wirkt	   so	   der	   CSN5-­‐abhängigen	   Zellzyklusregulation	   entgegen	   (Kleemann	   et	   al.,	  2000).	  In	  der	  Csn5-­knockout-­‐Maus	  dürfte	  Mif	  den	  Effekt	  des	  fehlenden	  Csn5/Jab1	  noch	  verstärken,	  indem	  Mif	  p27	  in	  den	  Zellen	  zusätzlich	  stabilisiert.	  In	  der	  Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐
knockout-­‐Maus	   fällt	  nun	  auch	  Mif	  weg,	  p27	  wird	  nicht	  mehr	  zusätzlich	  stabilisiert	  und	  liegt	  vermutlich	  in	  physiologischen	  Konzentrationen	  in	  den	  Zellen	  vor,	  sodass	  die	  Zellen	  normal	   proliferieren	   können	   und	   sich	   das	   Darmepithel	   ständig	   erneuern	   kann.	  Interessant	   wäre	   zu	   analysieren,	   ob	   sich	   die	   p27-­‐Level	   im	   Darmepithel	   der	   Csn5-­
knockout-­‐Mäuse	   nach	   Tamoxifenbehandlung	   der	  Mäuse	   erhöhen	   und	   ob	   dieser	   Effekt	  bei	  den	  Doppel-­‐knockout-­‐Mäusen	  nicht	  zu	  beobachten	  ist.	  Alternativ	  könnten	  Jab1	  und	  Mif	  in	  einer	  sequenziellen	  Signalkette	  hintereinander	  geschaltet	  sein.	  	  Die	  hier	  präsentierten	  Daten	  sind	  noch	  als	  vorläufig	  anzusehen,	  da	  der	  Csn5-­	   und	  Mif-­
knockout	   noch	   nicht	   im	   Kolongewebe	   dieser	  Mäuse	   nachgewiesen	  wurde.	   Interessant	  wäre	  zudem	  zu	  sehen,	  ob	  durch	  den	  Mif-­knockout	  auch	  die	  Effekte	  eines	  100%igen	  Csn5-­
knockouts	  aufgehoben	  oder	  nur	  reduziert	  werden.	  Wichtig	  wäre	  auch	  die	  Individuenzahl	  zu	  erhöhen	  und	  weitere	  unabhängige	  Studien	  durchzuführen,	  um	  die	  bislang	  erhobenen	  Daten	   so	   weiter	   abzusichern.	   Histologische	   Analysen	   der	   Darmgewebe	   sollten	   zudem	  Aufschluss	  über	  eventuelle	  Veränderungen	  in	  den	  Geweben	  geben.	  	  Die	   in	   vivo-­‐Studien	   haben	   deutlich	   gemacht,	   dass	   Csn5	   absolut	   essentiell	   für	   die	  Funktionalität	  und	  Integrität	  des	  Darmepithels	  ist	  und	  Individuen	  ohne	  Csn5/Jab1	  nicht	  überleben	  können.	  Für	  die	  Funktionen	  von	  Csn5	  ist	  aber	  wohl	  auch	  sein	  intrazellulärer	  Interaktionspartner	  Mif	  von	  großer	  Bedeutung.	  So	  dürfte	  nicht	  nur	  im	  Darmepithel	  das	  Zusammenspiel	  der	  beiden	  Moleküle	  für	  die	  Zelle	  entscheidend	  sein.	  Um	  die	  Abläufe	  in	  den	   Zellen	   unseres	   Körpers	   besser	   verstehen	   zu	   können,	   dürfte	   es	   von	   großer	  Wichtigkeit	  sein,	  das	  genaue	  Zusammenspiel	  von	  CSN5	  und	  MIF	  zu	  erforschen.	  	  	  

	  
6 Zusammenfassung	  und	  Ausblick	  	  	  CSN5/JAB1	   ist	   die	   fünfte	   Untereinheit	   des	   COP9-­‐Signalosoms	   (CSN),	   einem	  multifunktionellen	   Proteinkomplex,	   der	   in	   vielen	   Tumorentitäten	   überexprimiert	   ist.	  CSN5	   bzw.	   das	   CSN	   nehmen	   unter	   anderem	   durch	   ihre	   Rolle	   beim	  Ubiquitin/26	  S	  Proteasom	   (UPS)-­‐vermittelten	   Proteinabbau	   eine	   zentrale	   Funktion	   bei	  der	   Kontrolle	   verschiedener	   kritischer	   zellulärer	   Signalwege	   ein.	   Die	   Bedeutung	   von	  CSN5	  bzw.	  des	  CSN	  bei	  der	  Pathogenese	  des	  Kolorektalkarzinoms	  (CRC),	  dem	  vor	  allem	  eine	   Deregulation	   des	  Wnt-­‐Signalwegs	   zugrunde	   liegt,	   ist	   dagegen	   unbekannt.	  MIF	   ist	  ein	  pleiotroper	  inflammatorischer	  Mediator	  und	  ein	  intrazellulärer	  Interaktionspartner	  von	  CSN5.	   Im	  Rahmen	  dieser	  Promotionsarbeit	  wurde	  untersucht,	   ob	  CSN5	  eine	  Rolle	  bei	   der	   kolorektalen	   Tumorgenese	   und	   der	   intestinalen	   Entzündung	   spielt	   und	  inwieweit	  dies	  durch	  MIF	  beeinflusst	  wird.	  	  Im	   ersten	   Teil	   der	   Arbeit	   wurde	   untersucht,	   welchen	   Einfluss	   die	   siRNA-­‐vermittelte	  Reduktion	   der	   zellulären	   CSN5-­‐Level	   in	   CRC-­‐	   und	   Modellzelllinien	   auf	   die	   Level	  verschiedener	   Onko-­‐	   und	   Tumorsuppressorproteine	   hat.	   So	   können	   Rückschlüsse	   auf	  die	   tumorigenen	   CSN5-­‐Funktionen	   gezogen	  werden.	   Zunächst	   konnte	   gezeigt	  werden,	  dass	  CSN5	  essentiell	   für	  die	   Stabilität	  des	  CSN-­‐Komplexes	   ist,	   da	  der	  CSN5-­knockdown	  auch	  zur	  Reduktion	  der	  Level	  anderer	  CSN-­‐Untereinheiten	  führt.	  Obwohl	  die	  Interaktion	  von	  CSN5	  mit	  dem	  Zellzyklusinhibitor	  p27	  und	  dem	  Tumorsuppressor	  p53	  vielfach	   in	  der	  Literatur	  beschrieben	  wurde	  und	  die	  CSN5-­‐	  und	  p27-­‐	  bzw.	  p53-­‐Level	  sich	   in	  einer	  Vielzahl	   von	   Tumoren	   invers	   zueinander	   verhalten,	   da	   das	   CSN	   den	   Abbau	   beider	  Proteine	  fördert,	  konnte	  kein	  klarer	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  die	  p27-­‐	  und	  p53-­‐Level	  in	  CRC-­‐Zellen	  nachgewiesen	  werden.	  CSN5	  scheint	  auch	  die	   intrazellulären	  MIF-­‐Level	   in	  CRC-­‐Zellen	  nicht	  wesentlich	  zu	  beeinflussen,	   spielt	  aber	  wohl	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Regulation	  der	  MIF-­‐Sekretion.	  	  	  Da	   der	   Wnt-­‐Signalweg	   der	   bei	   Kolorektalkrebs	   am	   häufigsten	   mutierte	   intrazelluläre	  Signalweg	   ist	   und	   für	   die	   kolorektale	   Tumorgenese	   eine	   entscheidende	   Rolle	   spielt,	  wurde	   in	   einem	   zentralen	   Teil	   der	   Arbeit	   untersucht,	   ob	   CSN5	   einen	   Einfluss	   auf	   β-­‐Catenin	   als	   Schlüsselmolekül	   des	   Signalwegs	   hat.	   Es	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   bei	  Reduktion	   der	   CSN5-­‐Level	   die	   β-­‐Catenin-­‐	   und	   phospho-­‐β-­‐Catenin-­‐Level	   reduziert	  werden.	   Ebenso	   schien	   bei	   CSN5-­knockdown	   die	   Menge	   an	   ubiquitiniertem	   β-­‐Catenin	  reduziert	   zu	   sein.	   CSN5	   könnte	   die	   β-­‐Catenin-­‐Level	   auf	   verschiedene	   Art	   und	   Weise	  regulieren:	  durch	  Regulation	  der	  Aktivität	  der	  CRLβTrCP	  –	  die	  an	  der	  Ubiquitinierung	  des	  
β-­‐Catenins	   beteiligt	   ist	   –,	   Regulation	   der	  CTNNB1-­‐Expression	  mit	  Hilfe	   des	   Transkrip-­‐tionsfaktors	   AP-­‐1	   oder	   über	   den	   p53-­‐abhängigen	   „alternativen“	   β-­‐Catenin-­‐Abbauweg,	  indem	  es	  die	  p53-­‐Level	  steuert.	  	  Um	  abschätzen	  zu	  können,	  welche	  Auswirkung	  CSN5	  auf	  den	  gesamten	  Wnt-­‐Signalweg	  hat,	   wurden	   die	   Level	   verschiedener	   Wnt-­‐Zielgene	   per	   RT-­‐PCR	   sowie	   SDS-­‐PAGE	   und	  Western	   Blot	   untersucht.	   Dabei	   konnte	   kein	   einheitlicher	   Effekt	   von	   CSN5	   auf	   die	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Zielgene	   festgestellt	   werden,	   da	   neben	   CSN5	   wohl	   noch	   deutlich	   mehr	   Faktoren	   die	  Expression	   der	   Zielgene	   beeinflussen.	   In	   SW480-­‐Zellen	   konnte	   nach	   Reduktion	   der	  CSN5-­‐Level	   ein	   signifikanter	   Anstieg	   der	   Cyclin	   D1-­‐Level	   beobachtet	   werden.	   In	  HCT116p53wt-­‐Zellen	   wurde	   nach	   CSN5-­knockdown	   ein	   signifikanter	   Anstieg	   der	  Survivinlevel	   nachgewiesen,	   während	   die	   Survivinlevel	   in	   HCT116p53–/–-­‐Zellen	   nach	  
CSN5-­knockdown	  signifikant	  reduziert	  wurden.	  Der	  Effekt	  von	  CSN5	  auf	  Survivin	  scheint	  also	   vom	   p53-­‐Status	   der	   Zellen	   abzuhängen.	   Im	   Fokus	   weiterer	   in	   vitro-­‐Experimente	  sollte	  deshalb	  in	  Zukunft	  vor	  allem	  die	  mechanistische	  Aufklärung	  liegen,	  wie	  CSN5	  die	  
β-­‐Catenin-­‐Level	  beeinflusst.	  	  	  Neben	   dem	   Einfluss	   auf	   verschiedene	   intrazelluläre	   Proteinlevel	  wurde	   im	   Folgenden	  untersucht,	  welchen	  Effekt	   CSN5	   auf	   das	   Proliferations-­‐	   und	  Überlebensverhalten	   von	  CRC-­‐Zellen	   ausübt.	   So	   konnte	   ein	   pro-­‐proliferativer	   Effekt	   von	  CSN5	   auf	   verschiedene	  CRC-­‐Zelllinien,	   z.B.	   SW480,	   nachgewiesen	   werden.	   In	   Caspase	   3-­Assays	   wurde	   ein	  überraschender,	   jedoch	   klarer,	   pro-­‐apoptotischer	   CSN5-­‐Effekt	   beobachtet.	   Weitere	  Untersuchungen	   zum	   Effekt	   von	   CSN5	   auf	   das	   Zellverhalten	   von	   CRC-­‐Zellen	   könnten	  beispielsweise	  die	  Adhäsion	  oder	  Invasion	  der	  Krebszellen	  umfassen.	  	  	  Im	   nächsten	   Teil	   dieser	   Dissertation	   wurden	   erste	   immunhistochemische	   Unter-­‐suchungen	   zur	   Expression	   von	   CSN5,	   CSN1,	   CSN8	   und	   MIF	   in	   humanem	   Adenom-­‐,	  Tumor-­‐	   und	   Normalkolongewebe	   durchgeführt.	   Dabei	   konnten	   Anhaltspunkte	  gesammelt	   werden,	   dass	   CSN1,	   CSN8	   und	  MIF	   in	   kolorektalem	   Adenom-­‐	   und	   Tumor-­‐gewebe	  überexprimiert	   sind.	  Auch	  CSN5	  scheint	   in	  Adenomen	  überexprimiert	   zu	  sein.	  Im	   Tumorgewebe	   konnten	   hingegen	   keine	   eindeutigen	   Hinweise	   für	   eine	   CSN5-­‐Über-­‐expression	  gesammelt	  werden.	  	  	  In	  einem	  weiteren	  zentralen	  Teil	  dieser	  Arbeit	  wurde	  eine	  konditionale	  Csn5-­knockout-­‐Maus	  gezüchtet	  und	  untersucht.	  Nach	  Etablierung	  der	  grundlegenden	  Genotypisierungs-­‐	  und	   Züchtungstechniken	   wurde	   eine	   kontinuierliche	   Zucht	   von	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase-­‐,	   Csn5-­‐gefloxten	   und	   ApcMin/+-­‐Mäusen	   aufgebaut.	   Die	   konditionale	   Csn5-­
knockout-­‐Maus	   wurde	   aus	   der	   VillinCre-­‐ERT2-­‐Rekombinase-­‐Maus	   und	   der	   Csn5-­‐gefloxten	  Maus	  generiert,	  sodass	  die	  Nachkommen	  einen	  tamoxifeninduzierbaren	  Csn5-­
knockout	  im	  intestinalen	  Epithel	  ermöglichen.	  Wurden	  VillinCre-­‐positive	  und	  homozygot	  
Csn5-­‐gefloxte	   Mäuse	   mit	   Tamoxifen	   behandelt,	   wurden	   sie	   sichtbar	   krank	   und	  verstarben	  reproduzierbar	  innerhalb	  von	  12	  Tagen	  nach	  der	  ersten	  Tamoxifengabe.	  Die	  Mäuse	  magerten	  ab,	  hatten	  schleimigen	  Durchfall	  und	  dehydrierten.	  Vermutlich	  können	  die	  Stammzellen	  im	  intestinalen	  Epithel	  ohne	  Csn5	  nicht	  mehr	  proliferieren,	  sodass	  die	  Epithelzellschicht	   nicht	   mehr	   nachgebildet	   wird	   und	   das	   Kolon	   seine	   Wasser-­‐resorptionsfunktion	  nicht	  mehr	  ausüben	  kann.	  Diese	  These	  konnte	  durch	  HE-­‐Färbungen	  von	  Mauskolonschnitten	  nach	  Csn5-­knockout-­‐Induktion	  untermauert	  werden.	  	  Da	  diese	  Csn5-­knockout-­‐Maus	   im	  Rahmen	  des	  Projektes	  ursprünglich	   in	  Entzündungs-­‐	  und	   Tumorgenesestudien	   eingesetzt	   werden	   sollte,	   gab	   es	   einige	   Versuche	   das	   Csn5-­‐
knockout-­Induktionsprotokoll	  so	  zu	  modifizieren,	  dass	  die	  Mäuse	  trotz	  knockout	   länger	  leben	   würden.	   Sowohl	   eine	   kürzere	   Tamoxifenbehandlung	   als	   auch	   der	   knockout	   bei	  deutlich	  älteren	  Tieren	  verlängerte	  das	  Leben	  der	  Mäuse	  mit	  intestinalem	  Csn5-­knockout	  jedoch	  nicht.	  Selbst	  Mäuse	  mit	  einem	  50%igen	  Csn5-­knockout	  (VillinCre+	  und	  Csn5+/flox-­‐Mäuse)	   lebten	   nach	   der	   Tamoxifenbehandlung	   nicht	   länger	   als	   Mäuse	   mit	   einem	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100%igen	  Csn5-­knockout.	  Der	  50%ige	  und	  der	  100%ige	  Csn5-­knockout	  verursachten	  die	  gleichen	   Symptome	   bei	   den	   Mäusen.	   Vorerst	   scheinen	   also	   mit	   dieser	   konditionalen	  
Csn5-­knockout-­‐Maus	   keine	   Entzündungs-­‐	   und	   Tumorgenesestudien	   möglich.	   Die	  konditionale	   Csn5-­knockout-­‐Maus	   wurde	   aber	   bereits	   in	   den	   ApcMin/+-­‐Hintergrund	  gezüchtet	   und	   es	   konnte	   eine	   Analysemethode	   der	   Tumorgenese	   in	   ApcMin/+-­‐Mäusen	  etabliert	  werden.	  Zur	  Vorbereitung	  der	  Entzündungsstudien	  mit	  der	  konditionalen	  Csn5-­
knockout-­‐Maus	   wurde	   zudem	   das	   DSS-­‐Kolitismodell	   etabliert.	   Im	   Vergleich	   von	  Wildtypmäusen	   und	  Mif	  –/–-­‐Mäusen	  wurde	   im	   DSS-­‐Modell	   nachgewiesen,	   dass	  Mif	   bei	  der	  Kolitis	  eine	  pro-­‐inflammatorische	  Rolle	  spielt.	  	  Um	  das	  Zusammenspiel	  von	  Csn5	  und	  Mif,	   insbesondere	   im	  Darm,	  besser	  untersuchen	  zu	   können,	   wurde	   eine	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	   gezüchtet.	   Diese	   Maus	   weist	  einen	   systemischen	   Mif-­knockout	   und	   einen	   konditionalen	   tamoxifeninduzierbaren	  
Csn5-­knockout	   im	   intestinalen	   Epithel	   auf.	   Diese	  Maus	   zeigte	   einen	   dramatischen	   und	  überraschenden	   Phänotyp.	   Der	  Mif-­knockout	   hob	   die	   zuvor	   beobachteten	   Effekte	   des	  intestinalen	   Csn5-­knockouts	   komplett	   auf.	   Die	   Doppel-­‐knockout-­‐Mäuse	   entwickelten	  zwar	  Tumore,	  ihre	  Überlebenszeit	  lag	  aber	  deutlich	  über	  der	  der	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse:	  in	   der	   Tat	   konnte	   im	   Beobachtungszeitraum	   von	   180	   Tagen	   keinerlei	   Letalität	  beobachtet	   werden.	   Ohne	   Csn5	   sind	  murine	   Darmepithelzellen	   offensichtlich	   nicht	   in	  der	   Lage	   zu	   überleben.	   Die	   Beobachtungen	   in	   den	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Mäusen	  verdeutlichen	  die	  Bedeutung	  der	  Csn5-­‐Mif-­‐Interaktion	   in	  der	  Zelle	  und	   lassen	  auf	  eine	  essentielle	  Beteiligung	  von	  Mif	  bei	  der	  Letalität	  des	  Csn5-­knockouts	  schließen.	  	  	  Die	  erhobenen	  Daten	  dieser	  Dissertation	  werfen	  eine	  Reihe	  wichtiger	  mechanistischer	  Fragen	   zur	   Bedeutung	   des	   CSN	   und	   des	   CSN5/MIF-­‐Zusammenspiels	   beim	   CRC	   und	  möglicherweise	   weiterer	   Tumoren	   auf.	   In	   zukünftigen	   Studien	   sollte	   genau	   geklärt	  werden,	  wie	   das	   fehlende	   Csn5	   im	   intestinalen	   Epithel	   der	  Csn5-­knockout-­‐Mäuse	   zum	  Tod	  der	  Mäuse	  führt	  und	  welche	  intrazellulären	  Mechanismen	  dabei	  involviert	  sind.	  Wie	  bei	   der	   Csn5-­Mif-­‐Doppel-­‐knockout-­‐Maus	   deutlich	   wurde,	   sollte	   bei	   diesen	   Unter-­‐suchungen	   die	   direkte	   und	   indirekte	   Interaktion	   von	   Csn5	   und	   Mif	   im	   Vordergrund	  stehen.	   Um	   die	   komplexe	   Funktionsweise	   von	   Zellen	   zu	   begreifen,	   dürfte	   es	   absolut	  essentiell	  sein,	  besser	  zu	  verstehen	  wie	  CSN5	  und	  MIF	  die	  verschiedenen	  Signalwege	  in	  der	   Zelle	   und	   somit	   ihr	   Verhalten	   beeinflussen.	   Nur	   ein	   besseres	   Verständnis	   der	  intrazellulären	   Prozesse	   generell	   und	   ihrer	   Veränderung	   im	   Laufe	   der	   kolorektalen	  Tumorgenese	   ermöglichen	   die	   Entwicklung	   effektiverer	   Medikamente	   gegen	   Kolo-­‐rektalkrebs.	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